








UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA 
 
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS 
 







Trabajo de Tesis Doctoral: 
 
EL COLOR DE LA CARNE BOVINA 
 
Estudio de la influencia y asociación de  




Tesista: FALOMIR LOCKHART, Agustín Horacio 
 
Director: GIOVAMBATTISTA, Guillermo  
 






El presente trabajo de Tesis para optar al grado de Doctor de la Facultad de Ciencias Exactas, 
ha sido realizado en el Instituto de Genética Veterinaria “Ing. Fernando N. Dulout” 
(IGEVET), Facultad de Ciencias Veterinarias (UNLP – CCT-La Plata, CONICET), bajo la 








A mis padres, Mónica y Horacio, 
por ayudarme a llegar hasta acá 
 
 
A Maca, mi amor 
por acompañarme en todo este camino 










Quiero expresar mi agradecimiento a todas aquellas personas que de una u otra 
manera, con su esfuerzo, apoyo y conocimientos me ayudaron a completar esta Tesis 
Doctoral. 
En primer lugar agradecer a mis Directores Guille y Andrés, por el compromiso que 
asumieron y todo el esfuerzo que han hecho para guiarme durante todo este tiempo, por el 
respeto y la predisposición para transmitirme sus conocimientos y ayudarme en cada etapa. 
También por ayudarme en la escritura y corrección, que tanto trabajo y tiempo llevó. 
A todos los integrantes del IGEVET, investigadores, profesionales, secretarias y 
becarios, que me acompañaron todos estos años. Gracias a la Dra. Pilar Peral García, que 
como Directora me permitió ingresar a trabajar al Instituto. 
A Egle, Diego, Juli, Clau y Lau, grandes amigos que me dio el IGEVET, quienes 
hicieron el día a día mucho más ameno y divertido, acompañándome en los momentos 
buenos y malos, con su consejos y transmitiéndome su experiencia y conocimientos de 
manera desinteresada cada vez que los necesité. 
A todos los amigos que me dejó Exactas, con quienes pasé grandes momentos y 
que a pesar de los años siguen estando presentes. Nombrarlos a todos sería interminable, 
pero no quiero dejar de destacar el rol que tuvieron y aun tienen Mati, Dante, Marcos y Juan. 
A mis amigos del Nacional Gonza, Juanma, Jules, Charly y Vicky, a quienes el 
tiempo y la distancia no logran alejar. 
A mis amigos de Triskel, los más recientes pero con quienes parece que nos 
conociéramos de siempre, Mauri, Fer, Sabri, Lean y Martin. 
A todos mis compañeros docentes, que me han ayudado a mejorar no solo como 
docente sino también como persona. Especialmente a Vir, Dami, Fran y Seba, grandes 
amigos que me enseñaron en mis comienzos la importancia del trabajo en equipo y la 
solidaridad en la docencia. 
Quiero reconocer el aporte del CONICET, por la beca y los recursos que me 
permitieron desarrollar este trabajo. A la Facultad de Cs Exactas, que me permitió completar 




Gracias a Enrique Martins del IDIP por ayudarnos en las determinaciones del hierro, 
y al Dr. Gastón Ferrara del IFLySiB por su aporte para el estudio de dinámicas moleculares. 
Gracias a la Dra. Cristina Añón del CIDCA, siempre dispuesta a resolver nuestras dudas y 
aconsejarnos, y a la Cátedra de Bromatología de Exactas por permitirnos utilizar su 
laboratorio. 
A los Jurados, por el tiempo y esfuerzo invertidos en leer y evaluar esta Tesis. 
A Maca, mi amor, mi compañera de vida durante todos estos años, por tantos 
momentos felices junto a Erwin, Penny y Floki, por enseñarme a amarlos y quererlos. 
Eternamente agradecido por todo el amor que me das, por ser feliz por mis logros y 
alentarme a seguir adelante. Gracias por la segunda familia que me diste, y gracias a Anita y 
mis cuñados, por aceptarme como parte de su familia, preocupándose e interesándose por 
mí. 
Finalmente a toda mi familia, siempre incondicional en su apoyo, muchas gracias a 
mis primos, tías y abuelos por tantos momento felices. Infinitas gracias a mi mamá, mi papá 
y mis hermanos, por todo el esfuerzo y el apoyo que me han dado para llegar hasta acá, y el 






Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral han sido parcialmente publicados 
en los siguientes trabajos: 
 
Falomir-Lockhart AH, Rogberg-Muñoz A, Papaleo-Mazzucco J, Goszczynski DE, 
Lirón JP, Fernandez ME, Añon MC, Melucci LM, Giovambattista G. 2015. Study of the 
influence of genes related to muscle oxidative processes on beef color. Meat Science 108: 
17-20. doi: 10.1016/j.meatsci.2015.05.005 
 
Falomir-Lockhart AH, Villegas-Castagnaso EE, Giovambattista G, Rogberg-
Muñoz A. 2018. Computational prediction of nsSNPs effects on protein function and 
structure, a prioritization approach for further in vitro studies applied to bovine GSTP1. Free 








INDICE DE TABLAS V 
INDICE DE FIGURAS VII 
ABREVIATURAS y SIGLAS IX 
RESUMEN XI 
Capítulo 1. INTRODUCCIÓN 1 
 1.1 El Color y la Calidad de la Carne 3 
 1.2 Bases Bioquímicas del Color de la Carne 4 
  1.2.1 Los pigmentos del músculo 5 
  1.2.2 Estado redox celular 8 
  1.2.3 Descenso del pH post mortem  12 
 1.3 Los Sistemas de Producción y el Color 13 
 1.4 Genética y Marcadores Moleculares 16 
 1.5 Estudios in silico 18 
 1.6 Interacción Entre Caracteres Fenotípicos: Modelos de Ecuaciones 
Estructurales 
21 
 1.7 Objetivos 23 
  1.7.1 Objetivos generales 23 
  1.7.2 Objetivos específicos 23 
Capítulo 2. MATERIALES Y MÉTODOS 25 
 2.1 Recursos Animales y Muestreo 27 
 2.2 Muestras de Carne y Determinaciones Fenotípicas 29 
  2.2.1 Determinaciones fenotípicas del grupo G-I 29 
   2.2.1.1 Muestreo 30 




   2.2.1.3 Mediciones asociadas al contenido graso de la carne 31 
  2.2.2 Determinaciones fenotípicas del grupo G-II 32 
   2.2.2.1 Mediciones ecográficas de calidad de carcasa 32 
   2.2.2.2 Muestreo 32 
   2.2.2.3 Mediciones asociadas al color de la carne 33 
   2.2.2.4 Mediciones asociadas al contenido graso de la carne 33 
   2.2.2.5 Mediciones asociadas a los micronutrientes de la carne 35 
   2.2.2.6 Mediciones asociadas al poder oxidativo total de la carne 35 
 2.3 Extracción y Cuantificación de ADN 37 
  2.3.1 Extracción de ADN de muestras de pelo 37 
  2.3.2 Extracción de ADN de muestras de sangre con el kit Wizard ®  37 
  2.3.3 Extracción de ADN de muestras de sangre por el método orgánico 37 
  2.3.4 Extracción de ADN de muestras de carne 38 
  2.3.5 Cuantificación de ADN 39 
 2.4 Selección de Genes Candidatos, Secuenciación y Genotipificación 39 
  2.4.1 Selección de genes candidatos 39 
  2.4.2 Genotipificación para estudio de asociación 41 
  2.4.3 Re-secuenciación de genes candidatos 42 
  2.4.4 Análisis de secuencias 43 
 2.5 Análisis estadísticos 46 
  2.5.1 Análisis de variabilidad genética 46 
  2.5.2 Estudio de asociación 46 
  2.5.3 Modelos de ecuaciones estructurales 47 
 2.6 Estudios in silico 49 
  2.6.1 Análisis funcional de sustituciones aminoacídicas en GSTP1 49 
  2.6.2 Modelado estructural de GSTP1 y visualización 51 




Capítulo 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 57 
 3.1 Estudio Exploratorio de Asociación 59 
  3.1.1 Datos fenotípicos del Grupo G-I 59 
  3.1.2 Datos genotípicos del Grupo G-I 60 
  3.1.3 Estudio de asociación 62 
 3.2 Glutatión S-Transferasa P1 65 
  3.2.1 Re-secuenciación y reconstrucción de haplotipos 66 
  3.2.2 Estudio in silico de las sustituciones no sinónimas 70 
  3.2.3 Evaluación del efecto de las sustituciones no sinónimas en la estructura 
y función de GSTP1 
74 
  3.2.4 Modelado por homología y análisis de la estructura proteica 76 
  3.2.5 Estudios basados en dinámica molecular 81 
 3.3 Lactato Deshidrogenasa A 92 
  3.3.1 Re-secuenciación 92 
 3.4 Estudio por Modelos de Ecuaciones Estructurales 93 
  3.4.1 Datos fenotípicos del Grupo G-II 93 
  3.4.2 Interacciones entre variables 95 
Capítulo 4. CONCLUSIONES 101 
BIBLIOGRAFÍA 105 
ANEXOS 117 
 Trabajos publicados a partir de esta Tesis 125 
   
INDICE DE TABLAS 
V 
 
INDICE DE TABLAS 
 
Tabla 1. Poblaciones animales experimentales utilizadas. 29 
Tabla 2. SNPs genotipificados para el estudio de asociación exploratorio. 42 
Tabla 3. Primers diseñados para amplificar los genes GSTP1 y LDHA. 44 
Tabla 4. Media y desviación estándar de las variables fenotípicas analizadas del 
grupo G-I en el estudio de asociación. 
59 
Tabla 5. Frecuencias alélicas, heterocigocidad  esperada (he) y Equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE). 
61 
Tabla 6. Media y desviación estándar de los parámetros colorimétricos CIELAB 
asociados para cada genotipo de los SNPs estudiados. 
63 
Tabla 7. Haplotipos reconstruidos (p-ARNm), p-Prot y sustituciones aminoacídicas en 
las distintas razas del grupo G-I. 
70 
Tabla 8. Resultados del análisis individual de las sustituciones aminoacídicas con las 
herramientas in silico SIFT, PROVEAN, PolyPhen-2, PANTHER, MutPred 2 y I-
Mutant 3. 
72 
Tabla 9. Área superficial y volumen de la proteína y del sitio activo, para las distintas 
p-Prot, y RMSD respecto a la estructura del consenso. 
77 
Tabla 10. Media y desviación estándar de las variables fenotípicas del grupo G-II 
estudiadas mediante SEM. 
94 
INDICE DE FIGURAS 
VII 
 
INDICE DE FIGURAS 
 
Figura 1. Equilibrios post mortem de las diferentes isoformas de la mioglobina. 7 
Figura 2. Esquema del análisis de ligamiento de los marcadores localizados en el 
Cromosoma 29, los bloques formados y los haplotipos reconstruidos.  
62 
Figura 3. Alineamiento múltiple de secuencias de la proteína GSTP1 de diferentes 
especies.  
67 
Figura 4. Región amplificada y posiciones polimórficas encontradas por re-
secuenciación ubicadas en zonas codificantes. 
68 
Figura 5. Estructura de la enzima GSTP1.  75 
Figura 6. Estructura modelada de p-Prot VI. 78 
Figura 7. Estructura modelada de p-Prot III. 80 
Figura 8. Estructura modelada de p-Prot VII. 80 
Figura 9. Evolución de la desviación cuadrática media (RMSD) de las proteínas. 82 
Figura 10. Evolución de la superficie accesible al solvente de las proteínas. 84 
Figura 11. Evolución del radio de giro de las proteínas. 84 
Figura 12. Fluctuaciones del RMSD (RMSF) de los C alpha. 86 
Figura 13. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y II. 86 
Figura 14. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y III. 88 
Figura 15. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y IV. 88 
Figura 16. Acercamiento al nuevo residuo y los aminoácidos cercanos, en p-Prot IV. 89 
Figura 17. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y V. 89 
Figura 18. Estructura p-Prot V con el nuevo residuo de triptofano. 90 
Figura 19. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y VI. 90 
Figura 20. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y VII. 91 
Figura 21. Esquemas representando la relación significativa entre variables 
fenotípicas obtenidas a partir de estudios de SEM. 
96 
Figura 22. Alineamiento múltiple de secuencias de la proteína LDHA de diferentes 
especies. 
124 
ABREVIATURAS Y SIGLAS 
IX 
 
ABREVIATURAS y SIGLAS 
 
An  Angus 
AGMI  Ácidos grasos mono-insaturados 
AGPI  Ácidos grasos poli-insaturados 
AGI  Ácidos grasos insaturados 
AGS  Ácidos grasos saturados 
AOB  Área ojo de bife 
Br  Brahman 
CCS  Chaperona del Cobre para la Superóxido Dismutasa 
COMb  Carboximioglobina 
Cr  Criollo 
DeoMb  Deoximioglobina 
DM  Dinámica molecular 
EET  Extracto etéreo total 
EGD  Espesor de grasa dorsal 
FAMEs  Metil ésteres de ácidos grasos  
GPX4  Glutatión Peroxidasa 4 
GSH  Glutatión 
GSSG  Disulfuro de glutatión 
GSTP1  Glutatión S-Transferasa P1 
He  Hereford 
Ho  Holando 
HWE  Equilibrio de Hardy-Weinberg 
LDHA  Cadena A de la Lactato Deshidrogenasa 
LDH  Lactato Deshidrogenasa 
LD  músculo Longissimus dorsi 
Li  Limousin 
MAS  Selección asistida por marcadores 
Mb  Mioglobina 
MDA  Malondialdehído 
MetMb  Metamioglobina 
MMR  Metamioglobina reductasa 
Mu  Murray 
Ne  Nelore 
NPSH  Sulfhidrilos no proteicos 
nsSNP  Polimorfismo de nucleótido simple no sinónimo 
OxyMb  Oximioglobina 
PA  Porcentaje de agua 
PC  Porcentaje de cenizas 
Pf  Peso final del animal 
PGI  Porcentaje de grasa intramuscular 
pO2  Presión parcial de Oxígeno 
PR  Poder reductor de la muestra de carne 
p-ARNm Secuencia predicha de ARN mensajero 
p-Prot  Secuencia predicha de proteína 
QTL  Quantitative trait loci 
RMSD  Desviación cuadrática media 
RMSF  Fluctuación del  RMSD 
SEM  Modelos de Ecuaciones Estructurales 
SNP  Polimorfismo de nucleótido simple 
ABREVIATURAS Y SIGLAS 
X 
 
SOD  Superóxido Dismutasa 
TBA  Ácido tiobarbitúrico 
TBARS  Especies reactivas de ácido tiobarbitúrico 
TCA  Ácido tricloroacético 
Wa  Wagyu 
4-HNE  4-hydroxy-2-nonenal 






La definición de la calidad de la carne depende en gran medida de percepciones 
subjetivas del consumidor, siendo el color el primer atributo que detecta. Por el proceso de 
decoloración un 15% de la carne vacuna pierde valor, por lo cual este atributo tiene un gran 
impacto económico. A nivel molecular la carne debe su color principalmente a la mioglobina, 
al ligando que tenga unido y al equilibrio entre los diferentes estados redox del átomo de 
hierro contenido en la proteína. Esto se ve afectado por factores genéticos, ambientales, de 
transporte y de procesamiento. Sin embargo, en bovinos los efectos genéticos han sido 
poco estudiados. Hoy en día se conocen los procesos bioquímicos que experimenta post 
mortem el músculo y lo convierten en carne, siendo los más importantes en la decoloración 
la concentración de O2 residual y su consumo, el descenso del pH, la generación de 
radicales libres y agentes oxidantes, y el estado redox celular. En este contexto, se 
seleccionaron genes candidatos que codifican para el principal pigmento (MB), que protegen 
contra el estrés oxidativo degradando agentes oxidantes (GSTP1, GPX4, CCS), y regulan la 
concentración de NADH, reductor importante en los equilibrios redox de la mioglobina 
(LDHA), con el objetivo de estudiar su influencia en la determinación del color de la carne. 
Primero se realizó un análisis de asociación exploratorio entre marcadores genéticos de los 
genes candidatos y caracteres fenotípicos, encontrado una asociación entre polimorfismos 
de los genes GSTP1 y LDHA, y parámetros colorimétricos. Luego se procedió al análisis de 
estos genes por re-secuenciación en individuos de diferentes razas para determinar su 
variabilidad genética. En el caso de GSTP1 se encontraron múltiples posiciones polimórficas 
en regiones codificantes del gen que causan sustituciones aminoacídicas en su proteína. A 
continuación se realizó un análisis in silico con diversas herramientas bioinformáticas, para 
priorizar dichas sustituciones en función a su potencial impacto sobre la estructura y función 
de la enzima, seguido de estudios de dinámica molecular para evidenciar a nivel atómico 
dichos efectos. Con respecto a LDHA, los resultados fueron diferentes y no se detectaron 




de actividad de LDH (in vitro) en carnes provenientes de diferentes animales. A partir de 
estos datos se realizó un análisis de sistemas de ecuaciones estructurales incluyendo 
variables fenotípicas de una población de individuos de tres razas, que permitió obtener una 
red de efectos causales entre las variables, que aporta información sobre la determinación a 
















1.1 El Color y la Calidad de la Carne 
 
El concepto de calidad es algo complejo, que depende de la propiedad que se esté 
considerando. La calidad de un producto alimenticio puede definirse como todas aquellas 
características que le otorgan un mayor grado de aceptación y valor frente a quien lo 
consume; y refiere a todos los atributos por los que los consumidores están dispuestos a 
pagar un mayor precio (Guerrero y col., 2018).  
La calidad de la carne es un carácter difícil de definir en términos objetivos, ya que 
depende en gran medida de percepciones subjetivas del consumidor. Aun así, podría 
definirse como la aceptabilidad que el producto tendría en un mercado específico. Por esto, 
son utilizados una serie de atributos para caracterizar la calidad de la carne, como la 
terneza, el color, el sabor y la jugosidad. Recientemente, consumidores más conscientes 
sobre el impacto de la carne en la salud y el bienestar, han agregado a estas variables otros 
factores, como el contenido de lípidos y colesterol, e incluso ciertas propiedades 
nutracéuticas, como así también, los sistemas de producción sustentables y de bienestar 
animal (Scollan y col., 2006). 
La carne que llega al consumidor, y por consecuencia sus atributos, está influenciada 
por una cantidad importante de factores: genéticos, ambientales, y de transporte y 
procesamiento en toda la cadena. Se han realizado numerosos estudios en bovinos y en 
otras especies sobre gran parte de estas variables, buscando determinar el efecto de cada 
factor, y en particular el de los factores genéticos (Behrends y col., 2003; Boles y col., 2004; 
Dunne y col., 2006; Priolo y col., 2001; Walshe y col., 2006). Sin embargo, en bovinos los 
efectos genéticos que influyen en el color de la carne han sido poco estudiados. Esto se 
debe a la gran dificultad que presenta la medición del color de la carne in vivo sin dañar al 
músculo. Además, los factores de procesamiento tienen un gran efecto sobre el color final 
de la carne, hecho que dificulta la homogeneización de las medidas. No obstante, este 
atributo es de gran importancia a la hora de formar el precio de la carne, ya que, de todos 




sobre las decisiones de compra, ya que el consumidor lo toma como indicador de frescura y 
salubridad al momento de elegir (Mancini y Hunt, 2005). El color rojo cereza brillante es 
utilizado generalmente como indicador de calidad en la carne fresca, resultado 
especialmente relevante para el consumidor (Ouali y col., 2006). La importancia económica 
de este factor fue calculada por Smith y colaboradores (2000) en pérdidas anuales del orden 
de los 1.000 millones de dólares, ya que un 15% de la carne vacuna pierde valor debido a la 
decoloración de la superficie. 
Existen evidencias a nivel de la industria frigorífica que muestran una variabilidad en 
el color de la carne entre diferentes individuos independientemente de la raza, edad, pH 
final, proceso de faena y transporte. En este sentido, los factores genéticos podrían ser 
responsables de dichas variaciones, como ya fue informado en la carne porcina por Otto y 
colaboradores (2007). Estos autores encontraron una influencia de varios marcadores 
genéticos (MC4R, LDHA, GLUT4, HMGA1, CAST) en dos de los parámetros colorimétricos 
usualmente utilizados. Por lo tanto, un estudio de los genes que influyen en el color final de 
la carne y en su variabilidad, podría ayudar a la selección de individuos que produzcan 
carne de mejor color y más estable en el tiempo. 
 
1.2 Bases Bioquímicas del Color de la Carne 
 
De manera general, el color de la carne es el resultado de la distribución espectral de 
la luz que la ilumina, y de la intensidad de la luz reflejada por su superficie, y depende de la 
concentración de mioglobina (Mb) y su estado de oxidación, y de la estructura superficial del 
músculo, directamente relacionada con el pH y el marmoleo, como así también, de la 






1.2.1 Los pigmentos del músculo 
 
Las bases bioquímicas del color de la carne están determinadas principalmente por 
la concentración y estado redox de la mioglobina, hemoglobina, citocromos y otros 
pigmentos, siendo la Mb el pigmento proteico más importante asociado al color (Tang y col., 
2004). Esta proteína sarcoplásmica, de la familia de las globinas, cumple la función de 
transporte y reserva de oxígeno en el músculo. Está compuesta de 153 aminoácidos, entre 
los que se destacan los residuos de histidina (His), y cuya estructura terciaria genera un 
bolsillo hidrofóbico donde se aloja un grupo hemo con un átomo de hierro en su centro. Este 
hierro puede generar 6 enlaces: cuatro se forman por interacción con el anillo pirrólico a 
través de átomos de N, otro es ocupado por la His 93 proximal, mientras que la sexta 
posición genera enlaces reversibles, y es donde se une el O2 proveniente de la sangre, entre 
otros posibles ligandos pequeños. Así mismo, la His 64 distal influye estéricamente para la 
unión de moléculas en este bolsillo hidrofóbico, afectando también de este modo el color 
(Mancini y Hunt, 2005). 
En la carne, la Mb existe principalmente en cuatro formas según el estado de 
oxidación en el que se encuentra el hierro central y qué ligando esté unido a la sexta 
posición: 
 Deoximioglobina (DeoMb), que está libre de oxígeno y en estado ferroso (Fe+2), de color 
púrpura y presente en la carne envasada al vacío. 
 Oximioglobina (OxyMb), con oxígeno unido y en estado Fe+2, de color rojo cereza. 
 Metamioglobina (MetMb), con oxígeno unido y en estado férrico (Fe+3), de color marrón. 
 Carboximioglobina (COMb), con una molécula de monóxido de carbono (CO) unido en la 
sexta posición del hierro en estado Fe+2, de color rojo/rosa brillante. 
Una vez faenado el animal, el músculo pasa por diferentes procesos fisicoquímicos 
hasta convertirse en carne. La Figura 1 representa las diferentes reacciones relacionadas 




1. Oxigenación: cuando la DeoMb se expone al aire, esta une O2 en la sexta posición libre 
y forma OxyMb. Adicionalmente, la His 64 distal interacciona con el O2 ligado alterando 
la conformación y estabilidad de la proteína. 
2. Oxidación: la OxyMb y DeoMb pasan por este proceso, en el que se oxida el Fe+2 a Fe+3 
dando como resultado MetMb. Este proceso depende de diferentes factores, como la 
presión parcial de oxígeno (pO2), temperatura, pH, luz, crecimiento microbiano, oxidación 
lipídica, etc. (Bekhit yFaustman, 2005; Faustman y Cassens, 1990). 
3. Reducción: MetMb puede pasar a DeoMb, debido a la acción del sistema enzimático 
reductor metamioglobina reductasa (MMR), que ocurre con consumo de O2 y NADH. 
Estos dos reactivos son consumidos constantemente por el músculo post mortem, con lo 
cual esta reacción queda detenida al cabo de un determinado tiempo. En este sentido, 
Bekhit y colaboradores (2003) plantearon que la concentración de NADH sería más 
importante que la actividad de la MMR, para la estabilidad del color de la carne. 
Alternativamente, la reducción también puede darse por procesos no enzimáticos (Bekhit 
y Faustman, 2005; Kim y col., 2006). 
4. Carboxilación: La presencia de CO en la célula, ya sea como producto del metabolismo 
o proveniente de la atmósfera, puede provocar su ingreso en la sexta posición de 
coordinación vacante. Este proceso despierta fundamental interés debido a los nuevos 







Figura 1. Equilibrios post mortem de las diferentes isoformas de la mioglobina. 
Adaptado de Mancini y Hunt (2005). 
 
La estabilidad de los distintos estados de la Mb ha sido estudiada post mortem en 
relación a la presencia de diferentes metabolitos y productos derivados del catabolismo 
(Bjelanovic y col., 2016; Faustman y col., 2010; Mancini y Ramanathan, 2008; Mohan y col., 
2010). Se ha sugerido que la estructura primaria de la Mb bovina (más rica en His) 
predispone al ataque nucleofílico por parte de aldehídos derivados de la peroxidación 




formación de aductos en cuatro residuos histidínicos (His 36, 81, 88 y 152; Suman y col., 
2007). Por lo tanto, variaciones en el gen de la Mb (BTA5: 74170468 - 74181260
1
) podrían 
ser causantes de diferencias tanto a nivel de estructura primaria (secuencia aminoacídica), 
como terciaria (conformaciones tridimensionales) de la proteína. Hasta la fecha ha sido 
reportada muy poca variabilidad en este gen bovino (Castro y col., 2016). Por lo expuesto, 
este gen podría ser considerado como gen candidato para el estudio de las causas 
genéticas de las variaciones del color de la carne. 
Como se mencionó anteriormente, en la carne se encuentran presentes otros 
pigmentos además de la Mb. La hemoglobina, es una proteína tetramérica también 
perteneciente a la familia de las globinas, que está presente principalmente en la sangre 
dentro de los glóbulos rojos y así llega al músculo. Sin embargo, la concentración dentro del 
tejido muscular se reduce considerablemente luego del desangrado del animal, por lo que su 
aporte al color de la carne no es de gran importancia (Suman y Joseph, 2014). Por su parte, 
los citocromos son proteínas con un grupo hemo al igual que la Mb, y el β-caroteno 
(precursor de la Vitamina A) es un compuesto lipofílico de la familia de los terpenoides, que 
es adquirido a través de la dieta. Ambos tienen picos de absorción cercanos a la Mb, y 
aunque su concentración en la carne es baja, por lo que se podría cuestionar su influencia 
en el color de la carne (Neethling y col., 2017), su participación en los procesos de oxido-
reducción los vuelven relevantes para el estado redox general post mortem.  
 
 1.2.2 Estado redox celular 
 
Como se mencionó anteriormente, el músculo post mortem experimenta una serie de 
procesos que lo convertirán finalmente en carne. Paralelamente a las reacciones de la Mb, 
se genera un gran número de cambios a nivel de metabolitos intracelulares. Esto fue 
estudiado por Faustman y Cassens (1991), quienes midieron la variación en el tiempo de 
varios compuestos químicos durante la maduración de la carne a 4ºC. En el tiempo de 
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estudio se observó, por un lado, la disminución del contenido de NAD+ y de los sulfhidrilos 
no proteicos (NPSH), y por el otro, el aumento del disulfuro de glutatión (GSSG), 
hipoxantina, xantina, del porcentaje de MetMb, de la relación GSSG/NPSH y del extracto 
total lipídico. 
Aunque los mecanismos correspondientes a estos procesos no han sido 
completamente explicados, se ha demostrado que los factores más influyentes en la 
decoloración de la carne son la concentración residual de O2 y la formación de radicales 
libres (Ouali y col., 2006). Más aún, ya se ha demostrado que los músculos con mayor 
consumo de O2 tienden a decolorarse más rápido (Faustman y Cassens, 1991; Ramanathan 
y col., 2019). Por su parte, Ledward (1985) consideró que si bien el consumo de O2 es 
importante en la estabilidad del color, el factor de mayor importancia sería la actividad 
enzimática reductora. En este sentido, Seyfert y colaboradores (2006) estudiaron el color de 
la carne proveniente de diferentes músculos durante 7 días. Esta investigación confirmó 
que, durante el período analizado, la actividad enzimática reductora de MetMb disminuyó 
cada día, y conjuntamente, todos los músculos variaron su color hacia tonalidades más 
oscuras y menos rojas. 
Por otro lado, se ha postulado que otros factores que afectan el estado redox de la 
célula, como los subproductos de la peroxidación lipídica, también intervienen en la 
decoloración. En este sentido, varios estudios explican que la oxidación de los ácidos grasos 
insaturados contenidos en la carne deriva en productos primarios y secundarios de elevada 
reactividad (y en particular el 4-hydroxy-2-nonenal; 4-HNE), incrementando la oxidación de 
la Mb, y por lo tanto, afectando la estabilidad del color (Chan y col., 1997; Faustman y col., 
2010; Suman y col., 2007). Varios autores han comprobado que las dietas y sistemas de 
producción de los animales también pueden variar el color de la carne. La suplementación 
con dietas enriquecidas en ácidos grasos poliinsaturados hace que la carne obtenida 
posteriormente contenga una mayor proporción de estos lípidos, volviéndola más 
susceptible a la oxidación y aumentando la decoloración (Ladeira y col., 2014). 




retrasan la peroxidación lipídica y el deterioro del color de la carne (Chan y col., 1998; 
Faustman y col., 1998), mientras que los sistemas de producción pastoriles y extensivos 
producen una carne más oscura, entre otros factores, debido a un aumento del poder 
oxidativo del músculo (Vestergaard y col., 2000). 
El glutatión (GSH) es un tripéptido (compuesto por cisteína, glicina y glutamato) con 
poder reductor que da cuenta del 76% de los NPSH intracelulares de la carne (Faustman y 
Cassens, 1991). El GSH actúa captando radicales libres, y participa como cofactor en la 
degradación del H2O2 por parte de la peroxidasa, ambos potentes oxidantes (Nelson y Cox, 
2000). Además, el GSH puede conjugarse con el 4-HNE y con el 4-hidroxildecenal por 
acción de las Glutatión S-transferasas (Ålin y col., 1985; Ishikawa y col., 1986). El efecto del 
GSH sobre la OxyMb bovina fue probado por Tang y colaboradores (2003). Contrariamente 
a lo esperado, encontraron un aumento de la formación de MetMb por la adición in vitro de 
GSH a pH 7,2 y 25 o 37ºC. Sin embargo, cuando el mismo ensayo fue realizado en 
presencia del citoplasma muscular (en particular, utilizando la fracción de alto peso 
molecular) el efecto era inverso, es decir, el GSH inhibía la formación de MetMb, por lo que 
el efecto protector del GSH en el tejido es indirecto. Dentro de las S-transferasas, la 
Glutatión S-Transferasa P1 (GSTP1) tiene función de detoxificación celular y de resistencia 
al estrés oxidativo (Lo Bello y col., 2001), y de alguna manera sirve como sensor del estado 
redox en la célula para la maquinaria apoptótica (Pastore y col., 2003). Más aún, Gelfi y 
colaboradores (2004) demostraron la sobreexpresión de GSTP1 en personas que viven en 
altas montañas (Tibet), encontrándose en condiciones de baja pO2. En este sentido, como la 
conversión del músculo en carne es un proceso apoptótico, en el que se genera una pO2 
baja, que desciende con el tiempo, resulta que la enzima GSTP1 podría jugar un rol 
particular en el mantenimiento del poder reductor en el tejido post mortem. Por lo tanto, 
variantes en el gen de la enzima GSTP1 (BTA29: 46087142 - 46090009
2
) podrían ser 
responsables de diferencias en la expresión, en la estructura de la enzima, y/o en la 
actividad enzimática (Deponte, 2013). 
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Otra familia de enzimas capaz de utilizar el GSH como sustrato son las Glutatión 
Peroxidasas. Estas proteínas suelen contar con un residuo de selenocisteína (cisteína 
modificada con un átomo de selenio), particularmente importante para su actividad de 
catálisis en la reducción del H2O2. A diferencia del resto de los integrantes de esta familia, 
que suelen encontrarse en conformaciones diméricas o tetraméricas, la isoenzima GPX4 
lleva a cabo su función como monómero, mostrando una elevada preferencia por 
hidroperóxidos lipídicos, generados en la oxidación de lípidos (Deponte, 2013). De esta 
manera, ejerce una función de protección celular contra el daño oxidativo, particularmente 
de los productos de la oxidación de los fosfolípidos de membrana, y previniendo la 
apoptosis. Adicionalmente, se han detectado variantes de splicing para el gen codificante de 
la GPX4, dando lugar a variantes proteicas con diferentes funciones celulares (Deponte, 
2013). Por lo tanto, variantes en el gen de la enzima GPX4 (BTA7: 45205077 - 452074983) 
podrían ser responsables de diferencias en la expresión, en la estructura de la enzima, y/o 
en la actividad enzimática, que podrían influir sobre la determinación del color de la carne. 
Por otro lado, durante el proceso de transformación del músculo en carne, y como 
consecuencia del metabolismo oxidativo de las fibras musculares, se generan gran cantidad 
de radicales libres, entre los que se encuentra el radical superóxido, O2
- (Falowo y col., 
2014). Este radical es captado por la enzima Superóxido Dismutasa (SOD) y transformado 
en H2O2. Sin embargo, la actividad de esta enzima es altamente dependiente del cobre, que 
actúa como cofactor. Más específicamente, la actividad depende de la presencia de la 
enzima CCS (por Copper Chaperone for Superoxide Dismutase), que capta y entrega 
átomos de cobre directamente a la SOD, activándola (Wong y col., 2000). Por lo tanto, las 
variantes en el gen de la enzima CCS (BTA29: 45274362 - 452881284) podrían ser 
responsables de diferencias en la expresión, en la estructura de la enzima, y/o en la 
actividad enzimática, alterando la unión del Cu o la interacción con SOD, influenciando el 
estado redox en la carne. 
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Finalmente, la enzima Lactado Deshidrogenasa (LDH) cataliza la interconversión 
reversible de piruvato en lactato, utilizando en este proceso NADH como reductor. Dado que 
el NADH es la principal fuente de poder reductor con la que cuenta la carne (Ramanathan y 
Mancini, 2018), y que post mortem el equilibrio se direcciona hacia la regeneración del 
NADH debido al exceso de ácido láctico (junto a la acumulación de metabolitos del ciclo de 
los ácidos tricarboxílicos; Faustman y Suman, 2017), la actividad de LDH se vuelve un factor 
de gran importancia para el estado redox celular en la carne. La enzima LDH es una 
proteína tetramérica compuesta por los polipéptidos A y/o B (codificados por dos genes 
estructurales diferentes, LDHA y LDHB), de manera que se pueden formar cinco 
isoenzimas, LDH-1 a -5. El homo-tetrámero LDH-A (o LDH-5) tiene la mayor velocidad 
máxima de reacción y se encuentra en el músculo esquelético glucolítico, favoreciendo la 
formación de lactato a partir de piruvato. Por el contrario, el homo-tetrámero LDH-B (o LDH-
1) se encuentra en gran cantidad en el músculo cardíaco oxidativo, dirigiendo la reacción 
hacia la formación de piruvato y NADH (Kim y col., 2006). Nuevamente podemos considerar 
que variantes en el gen del polipéptido LDHA (BTA29: 26543855 - 265558925) podrían ser 
responsables de diferencias en la expresión, en la estructura del monómero y/o en la 
conformación del tetrámero, y/o en su actividad enzimática en la carne. 
 
1.2.3 Descenso del pH post mortem 
 
El valor de pH final en la carne y la curva de descenso de pH son otros factores de 
gran importancia para el color (y para la calidad en general). La acidificación ocurre como 
consecuencia del metabolismo glucolítico aún activo en el músculo post mortem, ya que 
continúa con la degradación del glucógeno almacenado. Las condiciones de anaerobiosis 
generadas por la pérdida del suministro de oxígeno por vía sanguínea, produce la 
acumulación de ácido láctico y el consecuente descenso del pH en el músculo (Huff 
Lonergan y col., 2010). De esta manera, la concentración de glucógeno disponible 
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determinará tanto la velocidad de descenso como el pH final luego de la muerte (Przybylski 
y Hopkins, 2015). Si el nivel de glucógeno es el adecuado (aproximadamente 40 - 50 
mmoles de glucosa por kg de músculo), el músculo alcanza un pH final de 5,5 a las 48 horas 
(Swan y Boles, 2002). En este punto, las fibras musculares pierden la capacidad de utilizar 
el oxígeno disponible, permitiendo de esta manera que la Mb permanezca en la forma 
OxyMb, favoreciendo que la carne adopte un color rojo brillante (Gardner y col., 2014). Por 
el contrario, bajos niveles de glucógeno muscular pueden disminuir la velocidad del 
descenso de pH, o generar un pH final alto (5,8 - 6,0), dando carnes más oscuras (Della 
Rosa y col., 2017). 
Adicionalmente, el descenso del pH post mortem, junto con la baja temperatura de 
almacenamiento de la carne (alrededor de los 4ºC), favorece la acción del sistema 
proteolítico de las calpaínas (Rhee y col., 2006). Además de generar la desorganización de 
la estructura del tejido muscular, que lleva a la tiernización de la carne, este sistema 
degradará los sistemas enzimáticos aún activos y los pigmentos proteicos, influyendo por lo 
tanto en el color de la carne. 
 
1.3 Los Sistemas de Producción y el Color 
 
Entre los factores pre-faena que influyen sobre los parámetros de calidad de la 
carne, el sistema de producción es uno de los principales. En Argentina, el sistema de 
producción de carne ha ido variando a lo largo de los años, encontrando hoy sistemas 
extensivos pastoriles (con o sin suplementación) y sistemas intensivos confinados, que 
conviven en las distintas regiones del país, con predominancia del sistema de producción 
por pastoreo (Mutti, 2018; Pighin y col., 2016). 
De manera general, se atribuyen mejores parámetros sensoriales (color, terneza, 
jugosidad) a las carnes que provienen de sistemas confinados. Esta ―mejora‖ podría deberse 
a un efecto indirecto gracias a un mayor grado de engrasamiento, mayor tasa de crecimiento 




animales provenientes de sistemas pastoriles presentan, al momento de la faena, mayor 
edad, actividad física y estrés, que han sido asociados con mayores niveles de Mb y que 
suelen dar carnes más oscuras, en comparación con aquellos provenientes de sistemas de 
confinamiento (Dunne y col., 2006; Priolo y col., 2001). A medida que la edad de un animal 
avanza, aumenta la concentración de Mb en el músculo para compensar la pérdida de 
afinidad por el oxígeno, dando carnes más rojas y oscuras (Seideman y col., 1984). 
Por otro lado, el tipo de alimentación que tengan los animales afectará el nivel de las 
reservas de glucógeno en el músculo (Przybylski y Hopkins, 2015), lo cual influirá, como se 
mencionó en la sección previa, sobre la tasa de descenso de pH y su valor final. De esta 
manera, la dieta del sistema pastoril genera un bajo depósito de glucógeno muscular. Esto 
puede disminuir la velocidad del descenso del pH post mortem o incluso no permitir que se 
alcancen los valores de pH final deseados, obteniendo valores superiores a 5,8 - 5,9 y 
ocasionando en consecuencia cortes más oscuros (Pethick y col., 2000), mostrando la 
relación que existe entre el pH final y el color de la carne. Por el contrario, las condiciones 
de engorde a corral presentan dietas con altos niveles de energía que permiten incrementar 
las reservas de glucógeno en el músculo y de esta manera lograr un adecuado descenso del 
pH (Immonen y col., 2000). 
Adicionalmente, el glucógeno remanente post mortem depende de la cantidad 
utilizada durante la fase previa al sacrificio, relacionándose con el estrés que sufre el animal 
y la consecuente liberación de adrenalina (Gardner y col., 2014). Así, los animales 
provenientes de sistemas pastoriles presentan mayor predisposición al gasto energético por 
estrés pre-faena, en comparación a los sistemas de confinamiento, en los que una mayor 
exposición y acostumbramiento a la presencia del hombre generan menor gasto energético 
por estrés (Priolo y col., 2001). En consecuencia, esto también influirá en el pH final de la 
carne, siendo mayor en animales de origen pastoril. 
Otro factor de importancia es el contenido en la carne de antioxidantes, como la 
vitamina E, que brindan estabilidad al color previniendo la peroxidación lipídica. Diferentes 




alimentados con pasturas es significativamente mayor que en el ganado alimentado con un 
concentrado sin suplementar con vitamina E (Gatellier y col., 2005; Yang y col., 2002). 
Adicionalmente, el color de la grasa también influye en la decisión de los 
consumidores al momento de elegir, y se ha estudiado que las variaciones que se presentan 
son consecuencia principalmente de la dieta (Troy y Kerry, 2010). La grasa pasa del blanco 
hacia una coloración amarillenta cuando se utiliza forraje como principal fuente de alimento. 
En este sentido, Dunne y colaboradores (2009) informaron que los pastos y forrajes verdes 
aportan carotenoides, que al ser incorporados regularmente a la dieta producen grasa de 
color amarillo. Por el contrario, los granos presentan niveles de carotenos muy inferiores a 
los de las pasturas (Realini y col., 2004), por lo cual los individuos criados en sistemas 
intensivos y alimentados con concentrado, presentan grasa de tonalidad más blanca, 
teniendo las tonalidades amarillentas una relación inversamente proporcional a la cantidad 
de concentrado de la dieta (French y col., 2000). A pesar de no afectar el sabor de la carne, 
una coloración amarillenta de la grasa intramuscular es menos apreciada por los 
consumidores, que prefieren en general grasa de color blanco (Troy y Kerry, 2010). 
Finalmente, otro factor pre-faena de importancia que influye sobre la calidad de la 
carne es la raza a la que pertenezcan los individuos. Existen dos subespecies que dieron 
origen a las distintas razas de bovinos: Bos taurus (que incluye las razas europeas) y B. 
indicus (del sur del continente asiático, luego llevado a África y las costas europeas del 
Mediterráneo), y que presentan diferentes características. Las razas británicas son razas 
taurinas que se caracterizan por ser animales sumamente precoces que pueden depositar 
grasa subcutánea de acuerdo a su alimentación a cualquier edad, se adaptan a zonas 
templadas y templadas frías, y presentan una muy buena calidad carnicera dando reses de 
buen rendimiento. Son las que mejor se posicionan al evaluar los parámetros de calidad. Por 
otro lado, las razas cebuinas (B. indicus) se diferencian de las europeas por la giba que 
presentan en la cruz, la gran papada que forma su piel, y el prepucio y el ombligo 
pendulosos. Como consecuencia de la selección natural y artificial existen muchas razas 




adaptadas a climas calurosos y húmedos, no resistiendo el frío intenso, y presentan 
resistencia a condiciones de estrés hídrico, viéndose menos afectado el consumo de 
alimento frente a la falta de agua. Finalmente, poseen una calidad carnicera regular y un 
rendimiento bueno (Crouse y col., 1989). 
De esta manera, al igual que otros parámetros de calidad, el color de la carne 
también puede variar con la raza (Ripoll y col., 2012). Esto se da principalmente como 
consecuencia de diferencias en la concentración de Mb en la carne, en donde animales con 
mayores aptitudes carniceras y más musculosos mostraron concentraciones más altas de 
pigmento, dando carnes más oscuras (Aldai y col., 2006). Estos estudios mostraron además 
un efecto significativo del tipo biológico sobre el parámetro colorimétrico que mide la 
luminosidad. 
 
1.4 Genética y Marcadores Moleculares 
 
Desde los comienzos de la domesticación, el hombre ha seleccionado los animales 
basándose en los fenotipos observables y/o medibles de cada individuo. La existencia de 
diferencias entre individuos y entre razas ha permitido obtener animales con características 
deseables, diferentes según la zona, el tipo y objetivo de producción. Durante el siglo XX, el 
desarrollo de modelos matemáticos, la genética cuantitativa y la computación, han permitido 
un gran avance, celeridad y exactitud en los resultados de los programas de selección 
(Henderson y Quaas, 1976; Kirkpatrick y Heckman, 1989; Mrode, 2005). Sin embargo, este 
tipo de selección se encuentra a menudo con diversas dificultades: i) la heredabilidad de 
muchos caracteres (mayoritariamente cuantitativos) suele ser baja, ii) algunos caracteres no 
son medibles en etapas tempranas, o in vivo, o en animales de ambos sexos. Por último, y 
pese a su demostrada eficiencia, la selección fenotípica no contempla completamente la 





La biología molecular desde sus comienzos, ha buscado establecer relaciones entre 
diferentes marcadores (grupos sanguíneos, polimorfismos proteicos, fingerprintings, 
microsatélites, etc.) y caracteres productivos, para usarlos como predictores del valor de cría 
del animal, y por lo tanto, como herramientas para la selección (Andersson-Eklund y col., 
1990; Doff y col., 1991; Georges y col., 1993). A partir del desarrollo de la técnica de 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), se han utilizado un amplio rango de técnicas 
para el estudio del polimorfismo genético en bovinos (Singh y col., 2014). Más 
recientemente, el desarrollo de nuevas tecnologías de alta performance (Pirosecuenciación, 
TaqMan, microarray) han permitido el estudio de un elevado número de marcadores 
genéticos en grandes poblaciones de individuos (Kuimelis y col., 1997; Ronaghi, 2001; 
Sobrino y col., 2005), y con ello el desarrollo de la Selección Asistida por Marcadores (MAS, 
por Marker Assisted Selection) y la selección genómica (VanRaden y col., 2009). 
El fin último de la genómica es conocer cuántos genes integran el genoma, cómo 
actúan estos, cómo está regulada su función y cómo interaccionan entre sí, para dar el 
fenotipo final del individuo. En el caso particular de la genética zootécnica, el objetivo es 
conocer aquellos genes responsables de caracteres de importancia económica, y estar en 
condiciones de utilizarlos para mejorar la producción (mayor número de animales y más 
resistentes, cantidad y calidad de la carne por animal, etc.). Desde la generación del mapa 
de ligamiento bovino (Barendse y col., 1994), los marcadores de ADN se han utilizado para 
identificar loci o regiones cromosómicas (QTL, por Quantitative Trait Loci) que afectan tanto 
a caracteres cualitativos como cuantitativos. El marcador puede estar asociado a un gen 
mayor, ligado a éste o a varios genes con efectos aditivos. En este sentido, los marcadores 
moleculares presentan una gran ventaja desde el punto de vista de la selección, pues tienen 
una segregación simple, son co-dominantes, su determinación es exacta, simple y puede 
realizarse a partir de la etapa embrionaria de un individuo. 
Existen dos estrategias usualmente seguidas para encontrar genes o regiones 
responsables de una característica dada: la detección de QTLs y el estudio de genes 




generalmente se utiliza en caracteres de medición rutinaria, como el peso, altura, pelaje, 
cuernos, etc.; mientras que el estudio de genes candidatos se utiliza generalmente en 
características que no tienen una medición rutinaria, como la terneza, color de carne, 
marmoleo, etc. (Dekkers, 2004). La metodología de MAS aprovecha los polimorfismos 
genéticos y la asociación de sus alelos con caracteres de importancia económica para ser 
usados en la selección de individuos. De este modo, la MAS podría tener un impacto teórico 
del 5 al 20%, principalmente en caracteres donde la selección cuantitativa encuentra 
dificultades, como ser caracteres no medidos rutinariamente, o medibles tardíamente, o post 
mortem, o en animales de un solo sexo (Weller, 2007). Aunque actualmente la selección 
genómica ha reemplazado la metodología de MAS, algunos autores han propuesto modelos 
de selección genómica que incluye la información de los QTLs, y sostienen que la 
integración de ambas estrategias aumentaría la precisión de las estimaciones (Arruda y col., 
2016; Zhao y col., 2014). Por otra parte, la detección de QTLs, ya sea mediante rastreo 
genómico o por genes candidatos, permite aumentar los conocimientos sobre la 
determinación de caracteres de importancia económica y de esta forma utilizar la 
información obtenida para mejorar los sistemas de producción (por ejemplo, modificando la 
dieta de los animales). 
 
1.5 Estudios in silico 
 
El desarrollo de las tecnologías de alta performance durante la última década produjo 
un aumento exponencial en la cantidad de información disponible sobre los sistemas 
biológicos. El crecimiento de las ―ómicas‖ permitió la detección de variantes en componentes 
moleculares a diferentes niveles (Schneider y Orchard, 2011). De esta manera, a partir de 
una muestra puede obtenerse información de la estructura y variantes de su genoma, de los 
patrones de expresión de genes y proteínas, y de la concentración y el flujo de los 
metabolitos, entre otros (Field y col., 2009). El área de producción animal no es la 




de proteómica, genómica, transcriptómica y metabolómica (Reed y col., 2004; Thamsen y 
Jakob, 2011; Wang y col., 2018). Con respecto a este amplio espectro y cantidad de 
información, el incremento de resultados falsos positivos ya ha sido probado y discutido 
(Benjamini y Hochberg, 1995; Marino, 2018), motivo por el cual la validación de los 
descubrimientos propuestos resulta esencial (Ioannidis y Khoury, 2011). Consecuentemente, 
identificar aquellos casos que vale la pena estudiar con profundidad, separándolos de 
resultados falsos positivos, es un proceso desafiante. En este sentido, los estudios por 
métodos in silico pueden ayudar a identificar y priorizar resultados para futuras validaciones 
tanto in vitro como in vivo. 
En particular, las tecnologías de secuenciación de nueva generación (NGS, por next-
generation sequencing) pueden identificar enormes cantidades de variantes en la secuencia. 
Sin embargo, el estudio de esa enorme cantidad de datos en un sistema biológico puede ser 
un proceso muy difícil y costoso. Por el contrario, las metodologías de análisis in silico 
resultan fáciles de implementar, económicas, confiables y con un ahorro de tiempo 
importante (Singh y Mistry, 2016), ofreciendo una alternativa factible para evaluar el 
potencial efecto de las variantes a nivel de ADN. Particularmente, en el caso de las 
sustituciones aminoacídicas, dado que estas técnicas se basan en consideraciones sobre la 
secuencia y estructura de las proteínas, pueden ayudar a predecir los cambios fenotípicos 
que resultan de la variación genómica. En estos polimorfismos no sinónimos (nsSNP, por 
non-synonymous SNPs), al modificarse la secuencia se podrían tener diversos efectos sobre 
las propiedades de la proteína, pudiendo afectar su estabilidad, la actividad catalítica y/o la 
interacción con otras moléculas, por lo que surge la necesidad de clasificar las variantes 
funcionalmente relevantes. Por lo tanto, nuestra capacidad para seleccionar aquellos 
nsSNPs relevantes para realizar estudios experimentales puede potenciarse implementando 
en una instancia preliminar estudios in silico, analizando el potencial impacto que puedan 
tener las variantes aminoacídicas sobre la estructura y función de las proteínas (Masoodi y 
col., 2012). En este sentido se han desarrollado diversos métodos de predicción de libre 




(Priya Doss y col., 2014). En su mayoría, los algoritmos utilizan información filogenética de 
secuencias (es decir, la conservación de los residuos durante la evolución) y características 
estructurales de las proteínas, o una combinación de ambas, junto a las propiedades 
fisicoquímicas de los aminoácidos, para realizar la clasificación y evaluar el impacto de las 
sustituciones sobre la estructura y función de las proteínas. 
Por otro lado, conocer la estructura tridimensional de las proteínas es una parte muy 
importante en la determinación del impacto de las mutaciones, ya que se logran determinar 
los cambios que generan las mismas en su ambiente cercano (Priya Doss y col., 2014). De 
esta manera, las herramientas de modelado de estructuras proteicas (ya sea por homología, 
por métodos ab initio, o la combinación de ambos), permiten obtener modelos del 
plegamiento tridimensional de proteínas aun no cristalizadas, y mapear tridimensionalmente 
en dichos modelos los residuos aminoacídicos de interés y evaluar sus sustituciones en el 
contexto estructural en el que se encuentran. Sin embargo, estas metodologías aportan un 
modelo de una única configuración estructural relativamente rígida. Esta imagen que se 
tenía inicialmente de las proteínas ha sido reemplazada por modelos dinámicos, en los 
cuales los movimientos internos y los cambios conformacionales juegan un papel esencial 
en su función (Karplus y McCammon, 2002). Por este motivo es que la simulación de 
dinámicas moleculares (DM) se ha vuelto una herramienta muy importante para comprender 
el comportamiento biológico de las macromoléculas, brindando información sobre las bases 
físicas de su estructura y función. Esta metodología se basa en la simulación del movimiento 
de los átomos interaccionando entre sí, siguiendo las ecuaciones de Newton de movimiento 
de la física clásica. Así, estas simulaciones sirven como un microscopio computacional, que 
permite determinar mecanismos moleculares a escalas espaciales y temporales que 





1.6 Interacción entre Caracteres Fenotípicos: Modelos de Ecuaciones Estructurales 
 
En los sistemas de producción y cría de animales basados en múltiples caracteres 
fenotípicos, como aquellos dedicados al mejoramiento de la calidad de la carne, es de gran 
importancia estudiar sus potenciales relaciones funcionales (Inoue y col., 2016). 
Tradicionalmente, esto se realiza utilizando modelos estándares de múltiples caracteres, 
que analizan los efectos entre las variables, dando en general resultados satisfactorios. Sin 
embargo, estos modelos no permiten predecir con precisión cómo cambiarían dichos efectos 
como resultado de intervenciones externas (Rosa y col., 2011). Alternativamente, se ha 
utilizado el modelado de sistemas de ecuaciones estructurales (SEM, por Structural 
Equations Modeling) para analizar las relaciones entre caracteres fenotípicos en sistemas 
con múltiples variables, ofreciendo una interpretación de dichas relaciones a través de redes 
de efectos causales entre variables. En los modelos tradicionales todas las relaciones se 
representan a través de asociaciones lineales simétricas entre variables aleatorias (medido 
como covarianzas y correlaciones), sin embargo, en las SEM una variable puede ser tomada 
como el predictor de otro carácter, proporcionando un vínculo funcional (causalidad) entre 
ambas (Rosa y col., 2011). Adicionalmente, las SEM permiten diferenciar entre los efectos 
directos e indirectos entre las variables, mientras que los efectos derivados de los modelos 
tradicionales integran ambas relaciones en un único parámetro, perdiéndose dicha 
información del sistema (Cha y col., 2017; Inoue y col., 2016). En conclusión, obtener 
información relativa a las redes de interacción causal entre variables puede ser utilizado 
para entender y predecir el comportamiento de sistemas biológicos complejos, como es el 
color de la carne, permitiendo mejorar las prácticas de manejo y las estrategias de selección 











1.7.1 Objetivos generales 
 
El objetivo general de la presente tesis doctoral consistió en analizar la variabilidad 
genética en genes involucrados en la determinación del estado redox celular muscular y 
estudiar su efecto sobre el color de la carne en bovinos, con el fin de generar conocimiento 
acerca del control genético de los caracteres asociados al color de la carne. Esto permitirá 
desarrollar tecnologías genéticas, basadas en el análisis de ADN, que orienten a la 
selección para optimizar la calidad de carne y aumentar su valor, en respuesta a las 
demandas de los mercados modernos. 
 
1.7.2 Objetivos específicos 
 
- Evaluar la asociación de polimorfismos de ADN (SNPs, por single nucleotide 
polymorphisms) reportados en genes candidatos seleccionados [Mioglobina (Mb), Lactato 
Deshidrogenasa A (LDHA), Glutatión S Transferasa 1 (GSTP1), Glutatión peroxidasa 4 
(GPX4) y Chaperona del Cobre para la Superóxido Dismutasa (CCS)] con parámetros 
colorimétricos medidos (L*, a*, b*) y calculados (ángulo Hue y Croma). 
- Identificar polimorfismos de ADN en los genes candidatos que hayan resultado en 
una asociación positiva mediante la estrategia de re-secuenciación. 
- Evaluar el efecto de las mutaciones encontradas sobre la expresión, la estructura 
de las proteínas y su actividad, a través de análisis bioinfomáticos y/o ensayos in vitro. 
- Aplicar modelos de ecuaciones estructurales (SEM) para evaluar la causalidad de 
diferentes variables aleatorias sobre los parámetros de color de la carne. 
- Desarrollar técnicas de alto rendimiento (Microarrays) para los polimorfismos 
encontrados y/o previamente reportados en los genes candidatos seleccionados.
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2.1 Recursos Animales y Muestreo 
 
En el presente trabajo se emplearon distintos grupos de muestras y animales para 
cumplir con los objetivos propuestos. El primer grupo (G-I), contó con un total de 179 
novillos provenientes de un proyecto previo de evaluación de estrategias de suplementación 
y sistemas de cruza en la Estación Experimental Agropecuaria Balcarce del Instituto 
Nacional de Tecnología Agropecuaria (EEA INTA Balcarce, Argentina; Villarreal y col., 
2006). En el período de engorde los animales fueron alimentados en pasturas a base de 
Lolium multiflorum, Dactylis glomerata, Bromus catarthicus, Trifolium repens y Trifolium 
pretense. En los casos en que las fluctuaciones estacionales en el crecimiento o la calidad 
de las pasturas pudiera alterar una ganancia de peso sostenida, los animales fueron 
suplementados con maíz y fardo para cubrir los requerimientos nutricionales, de acuerdo 
con el National Research Council de EEUU (NRC, 2000). Este grupo de muestras se utilizó 
para realizar un primer análisis exploratorio de la asociación de polimorfismos de nucleótido 
simple (SNPs) previamente reportados, con parámetros de color de la carne; estos 
polimorfismos estaban presentes en un grupo de genes candidatos propuestos (ver más 
adelante, Sección 2.4.1). El muestreo se realizó durante las faenas de novillos nacidos entre 
los años 2006 y 2009 que tenían entre 15 y 18 meses de edad. Los novillos pertenecían a 
diferentes grupos genéticos, incluyendo: Angus puros (An, n=29), Hereford puros (He, 
n=15), cruzas F1 (½An–½He, n=35), cruzas F2 (½An–½He, n=26; ¾An–¼He, n=29; ¾He–
¼An, n=23) y un grupo obtenido por apareamiento de toros Limousin (Li) con vacas F1 
(½Li–¼An–¼He, n=22) (Tabla 1). El valor de esta población reside en la disponibilidad de 
información confiable en términos de datos fenotípicos, de manejo y del contexto genético 
de los animales. Todos los procedimientos experimentales en los que se utilizaron animales 
se llevaron a cabo de acuerdo con el Manual de Procedimientos sobre el Bienestar Animal 
del SENASA. 
El segundo grupo (G-II) estuvo compuesto por 36 muestras aportadas por la Cátedra 
de Producción Bovina de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de 
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La Plata (UNLP), pertenecientes a las razas Angus (An, n=7), Holando (Ho, n=6), Murray 
(Mu, n=7), y cruzas Wagyu x Angus (WaxAn, n=6) y Wagyu x Holando (WaxHo, n=10) 
(Tabla 1). Todos los animales usados en este experimento fueron mantenidos en similares 
condiciones de pastoreo antes de comenzar el período experimental, en el campo Don 
Joaquín de la UNLP (ubicado en la localidad de General Mansilla, Partido de Magdalena, 
Provincia de Buenos Aires). La alimentación fue en base a pasturas consorciadas 
implantadas el año anterior con diferentes variedades de Festuca (Mediterranea y 
Continental) y Agropiro, y mezcla de leguminosas (Trebol Rojo, Trebol Blanco, Lotus tenuis 
y Lotus cornicolatus). Posteriormente, los animales fueron trasladados al campo Santa 
Catalina de la UNLP (ubicado en la localidad de Llavallol, Partido de Lomas de Zamora, 
Provincia de Buenos Aires), para ser terminados en condiciones de encierre. Se diseñaron y 
armaron corrales individuales de 32 m2 con cinta electro plástica, cada uno con su 
respectivo bebedero y comedero. Todos los corrales quedaron ubicados al reparo de 
árboles, evitando situaciones de estrés con condiciones climáticas adversas. Los animales 
fueron distribuidos al azar en dos grupos que recibieron una suplementación con Lino (n=19) 
y Soja (n=17), respectivamente. Al igual que para G-I, las muestras de G-II contaban con 
información confiable en términos de datos fenotípicos, de manejo y del contexto genético 
de los animales, ya que fueron obtenidas en el marco experimental de la tesis doctoral del 
Dr. Federico Mutti: ―Incorporación de Lino en la Dieta de Bovinos y su Efecto Sobre la 
Calidad de la Carne y Performance Reproductiva‖ (Mutti, 2018). 
Adicionalmente, para caracterizar la variabilidad genética e identificar nuevos SNPs 
en el gen de la Glutatión S-Transferasa P1 (GSTP1) mediante la estrategia de re-
secuenciación se utilizó un panel con 14 muestras provenientes del Banco de Muestras de 
ADN del Instituto de Genética Veterinaria (IGEVET, FCV-UNLP-CONICET; 
http://www.igevet.gob.ar). Este panel estaba compuesto por muestras pertenecientes a 
diferentes razas bovinas con diferente capacidad carnicera criadas alrededor del mundo, 
incluyendo: Angus (An, n=2), Brahman (Br, n=2), Criollo (Cr, n=2), Hereford (He, n=2), 
Holando (Ho, n=2), Nelore (Ne, n=2) y Wagyu (Wa, n=2). De la misma manera, se armó un 
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nuevo panel con muestras del grupo G-II (An, n=2; Ho, n=2; WaxAn, n=2; WaxHo, n=2) y 
muestras provenientes del Banco de Muestras de ADN del IGEVET (He, n=2; Br, n=2), para 
caracterizar la variabilidad genética e identificar nuevos SNPs en el gen de la cadena A de la 
Lactato Deshidrogenasa (LDHA) mediante la estrategia de re-secuenciación. 
 











Angus An 29 
G-II 
Angus An 7 
Hereford He 15 Holando Ho 6 
Cruza F1 ½An–½He 35 Murray Wa 7 
Cruza F2 
½An–½He 26 Wagyu x A WaxAn 6 
¾An–¼He 29 Wagyu x Ho WaxHo 10 
¾He–¼An 23  TOTAL 36 
Limousin x F1 ½Li–¼A–¼He 22  
   
 TOTAL 179  
 
 
2.2 Muestras de Carne y Determinaciones Fenotípicas 
 
2.2.1 Determinaciones fenotípicas del grupo G-I 
 
Con el fin de caracterizar la carne de los novillos pertenecientes al grupo G-I se 
evaluaron tanto parámetros colorimétricos como la composición de ácidos grasos. Estas 
variables se utilizaron posteriormente para llevar a cabo los estudios de asociación con los 
marcadores genéticos correspondientes a los genes candidatos propuestos para color de 
carne. 
  





Luego de la faena, se extrajeron de la carcasa los bloques de carne ubicados entre 
la 11ª y 13ª costilla correspondientes al músculo Longissimus dorsi (LD), se deshuesaron y 
congelaron hasta su procesamiento para las determinaciones analíticas realizadas en el 
Laboratorio de Carnes de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Buenos 
Aires (UBA) (Mazzucco y col., 2010).  
 
2.2.1.2 Mediciones asociadas al color de la carne 
 
La determinación de los parámetros colorimétricos (L*: luminosidad; a*: abundancia 
del rojo; b*: abundancia del amarillo) se realizó sobre el músculo LD expuesto siguiendo el 
sistema de medición de color CIELAB (CIE, 2004), mediante espectrofotometría de 
reflectancia difusa, utilizando un colorímetro triestímulo Minolta Chroma Meter CR-300 
(Minolta Camera Co. Ltd., Osaka, Japón). En este método de tres coordenadas, L* mide la 
luz reflejada y está asociado a la luminosidad (0 a 100 de luz completamente absorbida a 
completamente reflejada), a* mide gradaciones del rojo (positivo) al verde (negativo), y b* 
mide gradaciones del amarillo (positivo) al azul (negativo) (Priolo y col., 2001). Previo a las 
mediciones, el colorímetro fue calibrado contra un estándar blanco provisto por el fabricante. 
El colorímetro tiene un área de medida de 8 mm de diámetro y utiliza una fuente de 
iluminación de D65 y a 0° de un observador estándar. Las determinaciones se realizaron 
sobre bifes de 2,5 cm de ancho luego de haber sido incubados durante 1 hora a 4°C para su 
oxigenación. El valor registrado para los parámetros se obtuvo a través del promedio de tres 
medidas realizadas sobre superficies libres de tejido conectivo o grasa intramuscular. 
También se calcularon los parámetros Croma (Cab*), relacionado a la intensidad del color y 
considerado un buen parámetro para caracterizar los cambios de color (aumenta al 
aumentar a* o b*, y disminuye en presencia de tonalidades marrones) (Renerre y Mazuel, 
1985), y el ángulo Hue (hab), que es una medida de la divergencia del eje rojo puro 
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(relacionado al cambio en el color de rojo a amarillo) (Hunter y Harold, 1987). Estos 
parámetros se calculan según las siguientes ecuaciones: 
𝐶𝑎𝑏





Por su parte, el pH del músculo se midió usando un pHmetro portátil, con un 
electrodo de penetración con compensación automática de temperatura Testo 230 (Testo 
GMBH & Ltd., Japón), calibrado con buffers de pH 4,0 y 7,0. Se registraron tres medidas de 
pH por muestra de carne cruda, a una profundidad constante y abarcando todo el largo del 
músculo. El resultado correspondiente a cada muestra se obtuvo promediando las tres 
mediciones. 
 
2.2.1.3 Mediciones asociadas al contenido graso de la carne 
 
La extracción total de lípidos de las muestras de carne se realizó de acuerdo a la 
técnica de Folch (Folch y col., 1957), que consiste en la purificación por metilación alcalina y 
su posterior recuperación en hexano. La composición de ácidos grasos se determinó con un 
cromatógrafo gaseoso GC14B (Shimadzu Corp., Tokyo, Japón). La separación de metil-
ésteres de ácidos grasos (FAMEs) se llevó a cabo utilizando una columna capilar de 100 m 
x 0,25 mm (Restek, Bellefonte, Pennsylvania, EEUU). El cromatógrafo se programó a una 
temperatura de 140ºC durante un minuto, incrementando la temperatura hasta 240ºC a 
razón de 4ºC por minuto, y luego manteniéndola constante durante 20 minutos. El inyector y 
el detector se mantuvieron a 260ºC. Los datos se obtuvieron mediante el software 
GCSolution (Shimadzu Corp.). La cantidad de cada ácido graso se determinó por la técnica 
de estándar interno (Supelco 37 FAME MIX, Sigma-Aldrich Co. LLC.) y se expresó como 
porcentaje de ácidos grasos totales, como así también, la proporción de ácidos grasos 
mono-insaturados (AGMI), poli-insaturados (AGPI) y saturados (AGS). El contenido de grasa 
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intramuscular total se determinó como la cantidad de grasa en 100 gramos de músculo 
fresco recuperada como extracto etéreo (EET), excluyendo el tejido adiposo externo. 
 
2.2.2 Determinaciones fenotípicas del grupo G-II 
2.2.2.1 Mediciones ecográficas de calidad de carcasa 
 
En el caso del grupo G-II, durante el encierre de 100 días se realizaron pesajes y 
ecografías para evaluar el crecimiento de los animales. Los pesajes se realizaron cada 14 
días con una balanza electrónica digital VESTA, sin ayuno previo y, en cada oportunidad, en 
dos días consecutivos, tomándose luego el promedio de ambas pesadas. Las 
determinaciones ecográficas fueron realizadas con un equipo Aquila Pro Vet, para evaluar el 
Área Ojo de Bife (AOB) expresada en cm2, el Espesor de Grasa Dorsal (EGD) expresada en 
mm, y Porcentaje de Grasa Intramuscular (PGI). Las medidas de AOB y EGD son datos de 
cantidad de carne y grasa, mientras que PGI es un dato de calidad. Para AOB y EGD, la 
imagen se tomó entre la 12ª y 13ª costilla sobre el lomo, obteniendo una imagen transversal 
del musculo LD ubicando el transductor en forma perpendicular al animal, y se realizaron las 
mediciones del bife y la grasa dorsal, en la ¾ partes del ancho del bife. Para la medición de 
PGI su ubicó el transductor entre la 12ª y 13ª costilla en forma longitudinal, paralelo al 
raquis, sobre el músculo LD, guardándose 3 imágenes de cada novillo que luego fueron 
procesadas mediante el software desarrollado por Iowa State University y comercializado 




Luego de la faena se extrajeron de la carcasa bloques de bifes correspondientes al 
músculo LD (entre la 8ª y 13ª costilla) para llevar a cabo las determinaciones fenotípicas en 
el Instituto de Tecnología de los Alimentos (ITA) dependiente del Centro de Investigaciones 
de Agroindustria (CIA) del Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA) en la 
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localidad de Hurlingham (Provincia de Buenos Aires), donde fueron almacenados y 
congelados hasta su procesamiento. 
 
2.2.2.3 Mediciones asociadas al color de la carne 
 
La determinación de los parámetros colorimétricos se realizó sobre el músculo LD 
expuesto siguiendo el sistema de medición de color CIELAB (CIE, 2004), mediante un 
espectrofotómetro BYK-Gardner con un colorímetro Minolta Chroma Meter CR-400 (Minolta 
Camera Co. Ltd., Osaka, Japón), con iluminante D65 y a 2° del observador. En este caso, las 
determinaciones se realizaron por sextuplicado tanto sobre el músculo como sobre la grasa 
de muestras expuestas previamente al aire por 1 hora para un correcto desarrollo del color. 
Por su parte, el pH del músculo se midió usando un pHmetro (Thermo Orion, EEUU), con un 
electrodo de combinación estandarizado, calibrado con buffers de pH 4,0 y 7,0. El electrodo 
se insertó en el núcleo de la sección del músculo LD paralelo a sus fibras musculares. 
 
2.2.2.4 Mediciones asociadas al contenido graso de la carne 
 
Para la determinación de los lípidos totales y del perfil de ácidos grasos, se tomaron 
muestras de músculo libres de grasa externa, picadas cuidadosamente y alicuotadas en 
porciones de 5 gr. La determinación del PGI se realizó por duplicado, según el método de 
Soxhlet (AOAC, 2000) mediante destilación continua con hexano a ebullición a partir de 
porciones previamente desecadas (4 horas a 100°C), utilizando un equipo Soxtec System 
HT 1043 Extraction Unit (Tekator, Suecia) para la extracción de grasa, y una estufa ORL – 
Hornos eléctricos (Argentina). La extracción de lípidos para la determinación del perfil de 
ácidos grasos se realizó por el método de Folch y colaboradores (1957) modificado, según 
se detalla a continuación: a 5 gr de muestra picada se le agregaron 5 ml de cloroformo y 10 
ml de metanol anhidro, y se homogeneizaron durante 3 minutos en un homogeneizador 
Omni mixer (Omni International, EEUU); se agregaron otros 5 ml de cloroformo, y se 
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homogeneizó durante otro minuto. Se agregaron 2,5 ml de agua destilada y se volvió a 
homogeneizar la muestra durante 1 minuto. Posteriormente, se filtró con vacío a través de 
papel de filtro de filtración rápida de la marca Quanty tipo: JP41 (Brasil) y usando un 
embudo Buchner de 6 cm de diámetro. Se lavó cuidadosamente con pequeñas alícuotas de 
cloroformo todo el material utilizado a los fines de recuperar todos los lípidos provenientes 
de la muestra. Posteriormente, se centrifugó el filtrado para separar las fases, y se eliminó 
por aspiración la fase acuosa (superior) en la cual se encontraban todos los componentes 
no lipídicos. La fase inferior se volvió a filtrar para eliminar impurezas sólidas y fase acuosa 
remanentes, y se conservó a -20ºC hasta su análisis. Los FAMEs se obtuvieron evaporando 
a sequedad en atmósfera de nitrógeno una alícuota de 2 ml del extracto obtenido, y 
agregando 2 ml de reactivo de metilación (Metanol + 4% HCl), tapándolo cuidadosamente 
con cinta de teflón y un tapón para evitar evaporaciones. Se calentó durante 2 horas a 70ºC, 
o hasta que no se observaran rastros de grasa en el tubo. Posteriormente, se agregaron 2 
ml de agua destilada y 2 ml de hexano, se agitó y centrifugó. La capa de hexano (superior) 
se pasó a un tubo limpio y se repitió la extracción y centrifugación con otros 2 ml de hexano. 
Finalmente, la determinación se realizó inyectando 1 μl de solución en un cromatógrafo de 
gases Varian CP 3800 (Varian Inc., Walnut Creek, California, EEUU), provisto de una 
columna capilar de sílice Varian WCOT Fused Silica de 100m x 0,25 mm Coting CP-Sil 88 
for FAME DF=2.0, utilizando como gas portador nitrógeno ultra puro. El cromatógrafo se 
programó a 70°C por 4 minutos, incrementando hasta 170°C a razón de 8°C por minuto, 
manteniéndola por 25 minutos, elevándola hasta 200°C a razón de 2,5 °C por minuto, 
manteniéndola por 15 minutos, luego llevándola a 220°C a razón de 5°C por minuto y 
finalmente manteniéndola por 5 minutos. Tanto el detector de ionización de llama (FID) 
como el inyector se mantuvieron a una temperatura de 250°C. Los ácidos grasos fueron 
identificados por comparación de sus tiempos de retención con estándares conocidos 
(PUFA N°2 Animal Source, Supelco, EEUU). La composición se expresó en forma 
porcentual respecto del total de ácidos grasos identificados, los cuales se pueden referir al 
extracto etéreo total, es decir, gramo de ácido graso por cada gramo de grasa total.  
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2.2.2.5 Mediciones asociadas a los micronutrientes de la carne 
 
Adicionalmente, para este grupo de muestras se realizó la determinación de la 
composición de micronutrientes totales (metales en general) y en particular del hierro total, 
por medio de la obtención de cenizas. Se tomaron muestras de la carne congelada, de 
aproximadamente 10 gr, que fueron deshidratadas en liofilizador por 24 horas, y luego por 
diferencia de masas se estimó el porcentaje de agua (PA) contenido. Las muestras de carne 
liofilizadas fueron llevadas a la Cátedra de Bromatología de la Facultad de Ciencias Exactas 
(UNLP), donde se procesaron en un molinillo y se realizó una primera carbonización en 
mechero bajo campana hasta que no se observara emisión de humo, para eliminar la parte 
mayoritaria de los compuestos orgánicos. Luego los remanentes carbonizados se pasaron a 
una mufla a 500°C, realizando lavados con unas pocas gotas de agua destilada hasta que 
las cenizas se observaran completamente blancas. Por diferencia de masas se determinó la 
masa total de cenizas para determinar el porcentaje de micronutrientes (PC) en cada 
muestra. Las cenizas fueron resuspendidas en HNO3 concentrado (65% p/p, 1,40 gr/ml), y 
conservadas en tubos plásticos (previamente lavados por triplicado con HNO3 al 20%). 
Finalmente, la determinación de la concentración de hierro total se realizó en el Instituto de 
Desarrollo e Investigaciones Pediátricas "Prof. Dr. Fernando E. Viteri" (IDIP) del Hospital de 
Niños "Sor María Ludovica" de La Plata, por espectrometría de absorción atómica en llama 
en un equipo Varian AA240FS (Agilent, Santa Clara, California, EEUU). Previamente, se 
había construido una curva de calibración con patrones Iron Standard Solution trazable de 
NIST Certipur (Merck, Darmstadt, Alemania). Los resultados se expresaron en unidades de 
ppm en la masa original de muestra. 
 
2.2.2.6 Mediciones asociadas al poder oxidativo total de la carne 
 
Para obtener una idea del estado redox de las muestras de carne, se estimó el poder 
oxidativo total en extractos de carne a través de dos ensayos: a) midiendo la capacidad de 
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oxidar NADH, utilizando un kit para determinación de actividad de LDH-P (Wiener lab, 
Rosario, Argentina), y b) midiendo el nivel de peroxidación lipídica, a través del ensayo 
modificado de especies reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Armstrong y Browne, 
1994). En ambos casos las determinaciones se realizaron en extractos crudos de músculo 
obtenidos procesando aproximadamente 1 gr de tejido en un homogeneizador FastPrep 5G 
con Matriz de Lisis A (MP Biomedicals, Santa Ana, California, EEUU) y búfer PBS 1X (Ver 
Anexo). Para la homogeneización se utilizó el protocolo disponible en el equipo para 
músculo de pata de ratón (6,0 m/seg, durante 40 segundos), que luego se centrifugó a 
14.000 g durante 2 minutos; la fase acuosa se recuperó en un nuevo tubo y se conservó en 
freezer hasta la determinación.  
Para el ensayo de oxidación de NADH, se colocaron 50 µl de muestra (o de una 
dilución según fuera necesario en cada caso) en una placa de fondo plano, a las que luego 
se le agregaron con pipeta multicanal 100 µl de reactivos reconstituidos según las 
indicaciones del fabricante, e inmediatamente se comenzó a medir el descenso de la 
absorbancia a 340 nm en un espectrofotómetro Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, 
EEUU). La actividad oxidante de NADH (PR) se calculó a partir de la pendiente del 
segmento inicial lineal de las curvas de absorbancia en función del tiempo, y se expresó 
como el cambio en la absorbancia por segundo y por gramo de masa de carne utilizada para 
preparar el extracto crudo de cada muestra. 
En el caso del ensayo de TBARS, la peroxidación de los lípidos de la carne genera 
diversos productos entre los que se encuentra el malondialdehído (MDA), un aldehído de 
bajo peso molecular. Esta molécula reacciona con el ácido tiobarbitúrico (TBA) generando 
una especie cuya concentración puede medirse espectrofotométricamente (Guillén-Sans y 
Guzmán-Chozas, 1998). Para la determinación, en tubos de 200 µl se colocaron 50 µl de 
muestra junto con 100 µl de ácido tricloroacético (TCA) 5% y 50 µl de TBA 0,67%. Para 
llevar a cabo la reacción, la mezcla se calentó a 100°C durante 20 minutos, luego se 
centrifugó a 14.000 g por 2 minutos y se colocaron 80 µl del sobrenadante en placas de 
fondo plano para medir la absorbancia a 535 nm en un espectrofotómetro Multiskan GO 
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(Thermo Fisher Scientific, EEUU). Para este ensayo se armó una curva de calibración de 
MDA como se indica en el Anexo. Los resultados se expresaron como nanomoles de MDA 
por gramo de carne utilizada para preparar el extracto crudo de cada muestra.  
 
2.3 Extracción y Cuantificación de ADN 
 
2.3.1 Extracción de ADN de muestras de pelo 
 
Siguiendo el protocolo de NaOH/HCl de Graffy y Foran (2005), se cortaron cinco a 
diez bulbos pilosos y se colocaron en un tubo de microcentrífuga, luego se agregaron 50 µl 
de NaOH 0,2 M y se calentó a 95ºC durante 15 min. Inmediatamente después, la solución 
sobrenadante se trasvasó a un nuevo tubo y se neutralizó con 50 µl de una solución de HCl 
0,2 M - TRIS 1 M. 
 
2.3.2 Extracción de ADN de muestras de sangre con el kit Wizard ®  
 
El ADN total de muestras de sangre se extrajo con el kit de purificación de ADN 
genómico Wizard (Promega, Madison, WI, EEUU), de acuerdo a las instrucciones del 
proveedor. 
 
2.3.3 Extracción de ADN de muestras de sangre por el método orgánico 
 
A partir de 500 µl de sangre se obtuvieron los glóbulos blancos por sucesivos lavados 
(hasta tres) con 1000 µl de agua y una posterior centrifugación a 10.000 g durante 1 min a 
temperatura ambiente. Una vez que el precipitado obtenido se observara de color blanco, se 
le agregaron 400 µl de buffer de extracción (0,01 M Tris-HCl, 0,01 M EDTA, 0,5% SDS, pH 
8) y 10 µl de proteinasa K (10 mg/ml). Luego se incubó el tubo a 55 ºC durante 3 horas para 
la digestión de las células. A continuación, se agregaron 400 µl de cloroformo, se mezclaron 
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las fases hasta emulsionarlas y se centrifugó el tubo a temperatura ambiente durante 1 min 
a 10.000 g. La fase superior (acuosa) se pasó a otro tubo, descartando la fase orgánica 
inferior y la intermedia de compuestos anfifílicos. Este proceso se repitió 2 veces más. La 
fase superior se pasó a un nuevo tubo y se le agregó acetato de amonio 10 M 
(concentración final 2,5 M) para precipitar las posibles proteínas remanentes, luego se 
centrifugó a temperatura ambiente a 14.000 g durante 5 min. Se tomó el sobrenadante y se 
precipitó el ADN con 800 µl de etanol 100% y se incubó durante una hora a -20°C. El ADN 
se precipitó centrifugando a temperatura ambiente 15 min a 14.000 g. El pellet se lavó con 
250 µl de etanol 70%, se centrifugó nuevamente a temperatura ambiente 5 min a 14.000 g y 
se descartó la fase líquida. Se secó el ADN a temperatura ambiente y se solubilizó en 200 µl 
de agua bidestilada a 37 ºC durante toda la noche. 
 
2.3.4 Extracción de ADN de muestras de carne 
 
Siguiendo el protocolo reportado por Giovambattista y colaboradores (2001), se 
tomaron 0,1 gr de carne congelada a -80°C y se cortaron en pequeños trozos con un 
escarpelo. Se colocaron en un tubo junto a 500 µl de buffer de digestión (0,01 M Tris-HCl, 
0,01 M EDTA, 0,5% SDS, pH 8), 20 µl de proteinasa K (10 mg/ml) y 30 µl de Ditiotreitol (DTT 
0,5 M). La suspensión se incubó a 55°C durante toda la noche para la digestión completa 
del tejido. Luego se realizó una extracción orgánica con 500 µl de cloroformo, mezclando las 
fases por inversión y centrifugando a temperatura ambiente durante 5 minutos a 14.000 g. 
La fase superior (acuosa) se pasó a otro tubo, descartando la fase orgánica y la intermedia 
de compuestos anfifílicos. Este proceso se repitió una vez más. La fase superior se pasó a 
un nuevo tubo y se le agregó acetato de amonio 10 M (hasta una concentración final 2,5 M) 
para precipitar las posibles proteínas remanentes, se centrifugó a temperatura ambiente a 
14.000 g durante 5 min. Se tomó el sobrenadante, se completó el tubo con etanol 100% y se 
incubó durante una hora a -20°C. El ADN se precipitó centrifugando a temperatura ambiente 
15 min a 14.000 g. El pellet se lavó con 250 µl de etanol 70%, se centrifugó nuevamente a 
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temperatura ambiente 5 min a 14.000 g y se descartó la fase líquida. Se secó el ADN a 
temperatura ambiente y se solubilizó en 200 µl de agua bidestilada a 37 ºC durante toda la 
noche. 
 
2.3.5 Cuantificación de ADN 
 
La concentración y pureza del ADN obtenido se evaluó en un espectrofotómetro 
NanoView (GE Healthcare, EEUU), se prepararon soluciones de trabajo de concentración en 
torno a los 50 ng/µl y se conservaron en un freezer a -20°C hasta su utilización. Además, la 
integridad del ADN extraído se controló corriendo alícuotas de las muestras en geles de 
agarosa 1% - 0,5X TBE. 
 
2.4 Selección de Genes Candidatos, Secuenciación y Genotipificación 
 
2.4.1 Selección de genes candidatos 
 
Los genes candidatos estudiados se seleccionaron en base a distintos criterios, 
aunque siempre teniendo en cuenta su posible participación en la determinación del color de 
la carne. En primer lugar, el gen de la Mb se seleccionó ya que codifica para la mioglobina, 
que es el principal pigmento del músculo, siendo el color observado de la carne 
ampliamente influido por el equilibrio entre los diferentes estados de oxido-reducción y la 
unión de diferentes ligandos a esta proteína. Por su parte, la influencia del sistema lactato-
LDH en el color de la carne ya fue estudiada en diversos trabajos (Kim y col., 2009; 
Ramanathan y col., 2014). Particularmente en músculo esquelético se encuentra el homo-
tetrámero LDHA que favorece la formación de lactato a partir de piruvato con consumo de 
NADH (Kim y col., 2006). El polipéptido codificado por el gen LDHA forma parte de las 
diferentes isoenzimas de la LDH, que influyen en el equilibrio entre piruvato y lactato, y 
afectan la disponibilidad de NADH post mortem, ya sea consumiéndolo o regenerándolo. 
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Este cofactor es el principal agente utilizado en la reducción, tanto enzimática como no 
enzimática, de la MetMb responsable de la coloración marrón en la carne (Belskie y col., 
2015; Ramanathan y col., 2014). 
Otro factor que se tuvo en cuenta fue la participación del estado redox celular en la 
carne, ya que esto influye en el equilibrio de los estados redox de la Mb y en la estabilidad 
del resto de los componentes celulares, por ejemplo los lípidos, cuyos productos de 
oxidación podrían influir en el color de la carne (Faustman y col., 2010; Vasieva, 2011). En 
este sentido los genes GSTP1, GPX4 y CCS participan en la regulación del estado redox, 
degradando y metabolizando productos oxidantes del metabolismo, como son los radicales 
libres y el H2O2. Como se mencionó en el Capítulo 1, las enzimas GSTP1 y GPX4 participan, 
entre otras funciones, en la degradación de compuestos oxidantes utilizando el sustrato 
GSH, que actúa como moneda redox celular. Por un lado, GSTP1 participa en procesos de 
detoxificación celular y resistencia al estrés oxidativo (Lo Bello y col., 2001), consumiendo 
agentes oxidantes en general, favoreciendo por lo tanto la estabilidad de los pigmentos post 
mortem. Por su parte, GPX4 presenta afinidad por los hidroperóxidos, específicamente 
hidroperóxidos de fosfolípdos generados por la degradación de membranas (Deponte, 
2013), protegiendo la integridad celular y favoreciendo nuevamente la estabilidad de los 
pigmentos. En el caso particular de CCS, la enzima codificada no participa directamente en 
la degradación de agentes oxidantes, sino que se encarga de la activación de la Superóxido 
Dismutasa (SOD) que degrada el H2O2. Específicamente, esta enzima cumple la función de 
captar y transportar el átomo de cobre necesario para la actividad de la SOD. 
Además de su importancia en la definición del color de la carne por la función que 
cumplen en la regulación del estado redox celular, los genes GSTP1, LDHA y CCS se 
encuentran ubicados en el cromosoma 29 del genoma bovino (BTA29). En este mismo 
cromosoma se encuentra el gen codificante para la Calpaína (CAPN1), una enzima que 
participa del sistema encargado de la proteólisis en las células, de gran importancia para la 
calidad de la carne (Van Ba y Inho, 2013; Moyen y col., 2004; White y col., 2005). Existen 
referencias que han asociado marcadores presentes en este gen, que se encuentra a tan 
MATERIALES Y METODOS 
41 
 
solo 2 Mb y 1 Mb de distancia upstream de GSTP1 y CCS, respectivamente, con parámetros 
colorimétricos de la carne (Mazzucco y col., 2010; Pinto y col., 2011), lo cual refuerza la 
selección de estos genes como candidatos para la búsqueda de marcadores asociados al 
color. En este mismo sentido, el gen codificante para GPX4 se encuentra en el BTA7 junto 
con la calpastatina (CAST), una enzima que participa en la regulación del sistema 
proteolítico de CAPN1, y que también presenta marcadores que han sido asociados a 
parámetros colorimétricos (Castro y col., 2016), aunque su distancia a GPX4 es mayor, 
encontrándose a más de 50 Mb. 
 
2.4.2 Genotipificación para estudio de asociación 
 
Para llevar a cabo el estudio de asociación entre parámetros de color de carne y 
marcadores genéticos, se seleccionaron 11 SNPs ubicados en los cinco genes candidatos, 
que por su función biológica podrían estar influenciando el color de la carne: Chaperona del 
Cobre para la Superóxido Dismutasa (CCS), CCS-1 (rs134083963) y CCS-2 (rs110015162); 
Lactato Deshidrogenasa A (LDHA), LDHA-1 (rs41600268) y LDHA-2 (rs208422143); 
Mioglobina (MB), MB-1 (rs110676666) y MB-2 (rs136397633); Glutatión S-Transferasa P1 
(GSTP1), GSTP1-1 (rs110594162), GSTP1-2 (rs109060695) y GSTP1-3 (rs42188145); y 
Glutatión Peroxidasa 4 (GPX4), GPX4-1 (rs134495045) y GPX4-2 (rs133501979) (para más 
información de cada SNP ver Tabla 2). Los SNPs se seleccionaron de la base de datos 
dbSNP del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)6 de acuerdo a los siguientes criterios: i) el 
SNP debe estar localizado dentro del gen o en las regiones cercanas a 5´UTR o 3´UTR, ii) el 
SNP debe estar reportado en las razas Angus y/o Hereford. La genotipificación de estos 
SNPs se llevó a cabo con la plataforma Sequenom (www.sequenom.com), en el servicio de 
genotipificación de Neogen (EEUU, www.neogen.com). 
 
                                                 
6
 Actualmente esta base de datos únicamente almacena variantes de humanos. La misma 
información aún puede encontrarse en las bases de datos de Ensembl (www.ensembl.org).  
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Tabla 2. SNPs genotipificados para el estudio de asociación exploratorio. 
 
Gen SNP Referencia Cromosoma Posición 
Ubicación 




MB MB-1 rs110676666 5 74181329 UTR-5´ C-T - 
MB MB-2 rs136397633 5 74181475 UTR-5´ G-T - 
GPX4 GPX4-1 rs134495045 7 45207158 exón 6 G-T Asp-Tyr 
GPX4 GPX4-2 rs133501979 7 45207145 exón 6 G-T Trp-Cys 
LDHA LDHA-1 rs41600268 29 26544450 UTR-3´ A-G - 
LDHA LDHA-2 rs208422143 29 26554268 UTR-5´ C-T - 
CCS CCS-1 rs134083963 29 45274451 UTR-5´ C-T - 
CCS CCS-2 rs110015162 29 45287502 exón 8 C-T Gln-Gln 
GSTP1 GSTP1-1 rs110594162 29 46089472 exón 6 A-G Ala-Ala 
GSTP1 GSTP1-2 rs109060695 29 46089840 exón 7 C-G Ala-Gly 
GSTP1 GSTP1-3 rs42188145 29 46089886 exón 7 C-G Pro-Pro 
Posiciones según el ensamblado de genoma: Bos_taurus_UMD_3.1.1 (GCF_000003055.6). 
 
 
2.4.3 Re-secuenciación de genes candidatos 
 
Todas las mezclas de reacción se armaron utilizando el kit de amplificación T-Holmes 
(Inbio Highway, Tandil, Provincia de Buenos Aires, Argentina). Las reacciones de 
amplificación se realizaron en un termociclador MaxyGene (Axygen, Corston, Reino Unido). 
Los protocolos de amplificación y la composición de las mezclas de reacción utilizadas se 
muestran en el Anexo. 
La re-secuenciación de los genes candidatos se realizó con muestras de animales de 
diferentes razas para contar con una gran diversidad genética. Como se mencionó en la 
Sección 2.1, para el gen GSTP1 se utilizaron individuos de las razas Angus, Brahman, 
Criollo, Hereford, Holando, Nelore y Wagyu, mientras que en el caso de LDHA se utilizaron 
las razas Angus, Brahman, Hereford, Holando y cruzas Wagyu x Angus y Wagyu x Holando. 
En el caso de GSTP1 se re-secuenció el gen completo, incluyendo exones, intrones y una 
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región del promotor, mientras que para LDHA el diseño de los primers se centró en las 
regiones codificantes y el promotor, debido al gran tamaño de algunos de sus intrones. El 
diseño de los primers se realizó en base a las secuencias de referencia disponibles en NCBI 
(Gen IDs: GSTP1: 281806; LDHA: 281274; Tabla 3). Los productos de amplificación 
obtenidos se verificaron sembrando 3 µl de muestra junto con 1 µl de buffer de siembra 
(TBE 1X, glicerol 50%, xilencianol 0,1 %p/v y azul de bromofenol 0,1 %p/v) en geles de 
poliacrilamida al 6% 1X TBE y corridos a 170 voltios durante 30-40 minutos. Los geles se 
revelaron mediante tinción con bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador UV, 
para comprobar la presencia de una única banda del tamaño esperado por comparación con 
un marcador de peso molecular. Posteriormente, los productos de amplificación obtenidos 
se purificaron mediante la técnica de precipitación diferencial con polietilenglicol 8000 (ver 
Anexo) y se secuenciaron en el Servicio de Genética de Animales Domésticos (GAD) del 
IGEVET (http://www.igevet.gob.ar/servicios.html). 
 
2.4.4 Análisis de secuencias 
 
Las secuencias crudas obtenidas para los genes candidatos se alinearon y 
analizaron con el software DNAMAN v4.15 (Lynnon Corp., Canadá). Las posiciones 
polimórficas se definieron por comparación directa con la secuencia de referencia 
depositada en el NCBI. En el caso de los sitios heterocigotas se realizó el control individual 
de las secuencias de ADN con el software Chromas Lite v2.1.1 (Technelysium, Australia; 
http://technelysium.com.au/wp/chromas/). 
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2.5 Análisis estadísticos 
 
2.5.1 Análisis de variabilidad genética 
 
Para el estudio de la variabilidad genética se utilizaron los softwares GenePop 4.0 
(Rousset, 2008) y Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010), con los cuales se determinaron 
las frecuencias alélicas, la heterocigosidad esperada (he) y observada (ho) para cada locus, y 
se testeó el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para cada SNP por medio del estadístico 
FIS. El desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de cada gen y entre los distintos genes se 
determinó usando el software Haploview (Barrett y col., 2005), y la reconstrucción de los 
haplotipos se realizó con el programa Phase v2.1.1 (Li y Stephens, 2003) utilizando la 
configuración por default. Las fases fueron consideradas confiables cuando el valor de p (p-
value) era mayor a 0,8. 
A partir de los haplotipos generados con los SNPs obtenidos por re-secuenciación de 
los genes candidatos se generaron las secuencias predichas de ARN mensajeros (p-ARNm) 
y de proteínas (p-Prot), que se utilizaron para los posteriores análisis in silico. 
 
2.5.2 Estudio de asociación 
 
El análisis de la asociación entre marcadores genéticos y parámetros de color de la 
carne se llevó a cabo utilizando los datos del G-I de muestreo bajo el siguiente modelo: 
 
yijk = GFj + Gek + EAi + pHi + EETi + AGPIi + eijk 
 
en donde yijk se refiere a cada característica estudiada (L*, a*, b*, Cab*, hab) y considera los 
efectos GFj, efecto fijo del grupo de faena j (que incluye el año, tipo de alimentación y fecha 
de faena); Gek, efecto genotípico asociado al genotipo k; y las covariables pHi, pH de la 
carne del individuo i a las 0 hs; EAi, edad del animal i al momento de la faena; EETi, la 
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composición lipídica total de i expresada como extracto etéreo total; y AGPIi, la proporción 
de ácidos grasos poli-insaturados de i, mientras que eijk es el error del modelo. La influencia 
de razas de los animales no se consideró en el modelo para evitar sobreparametrizaciones 
que reducen la potencia del análisis, ya que fue testeada y no resultó significativa para los 
parámetros estudiados. Todos los análisis se realizaron usando el procedimiento GLM, del 
paquete estadístico SAS 9.2 (Statistical Analysis System, SAS Institute Inc., Cary, NC, 
EEUU). Adicionalmente, todos los análisis fueron realizados de manera independiente 
utilizando la corrección de Bonferroni, y dado que se analizaron 5 parámetros, se calcularon 
los p-value ajustados, multiplicando los p-value obtenidos por el número de parámetros (5). 
 
2.5.3 Modelos de ecuaciones estructurales 
 
El modelado de sistemas de ecuaciones estructurales (SEM, por Structural Equations 
Modeling) hace referencia a una familia de procedimientos, incluyendo modelos 
matemáticos, algoritmos computacionales y métodos estadísticos, utilizados para analizar e 
inferir causalidades entre variables medibles y/o latentes, en función a una hipótesis (el 
modelo estructural) especificada a priori (Kline, 2015; Mueller y col., 2018). Esta no debe ser 
vista como una técnica estadística, sino como un proceso de análisis que implica la 
conceptualización de un modelo, la identificación y estimación de parámetros, la evaluación 
del ajuste entre datos y modelo, y la posible necesidad de re-especificación del modelo 
inicial. En este sentido, SEM puede aplicarse de tres maneras: estrictamente confirmatorio 
(se cuenta con un único modelo que es retenido o descartado según si los datos se ajustan 
al mismo), testeo de modelos alternativos (existe más de un modelo a priori con las mismas 
variables pero distintos patrones de efecto entre ellas, reteniendo aquel que mejor se 
ajuste), y generación de modelos (ocurre cuando un primer modelo no se ajusta a los datos 
y debe ser modificado; el nuevo modelo es re-evaluado frente a los datos). Es importante 
destacar que esta metodología es fuertemente dependiente del conocimiento previo del 
funcionamiento del sistema a estudiar, de manera de asegurarse que las variables 
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analizadas estén relacionadas bajo un modelo causal, y además debe ser complementado 
con información temporal de las variables, dado que eventos que ocurren posteriormente no 
pueden tener un efecto sobre eventos previos (Shipley, 2016). 
Esta herramienta se utilizó para analizar los datos fenotípicos del grupo G-II, y poder 
evaluar la influencia de variables relacionadas al estrés oxidativo de la carne (como la 
peroxidación lipídica y el consumo de NADH), variables de calidad (como EET, AGPI, PGI) y 
otras (como pH y temperatura post faena, composición de agua -PA- y de cenizas -PC-), 
sobre los parámetros colorimétricos CIELAB (L*, a*, b*). Para esto se utilizó la metodología 
de path analysis, que consiste en la especificación de ecuaciones estructurales con 
variables observables o medibles únicamente. Todos los estudios se realizaron con el 
paquete de R lavaan (Rosseel, 2012; https://www.r-project.org/) y visualizado en el 
programa RStudio 3.5.1 (https://www.rstudio.com/). 
Para realizar el análisis se comenzó por construir modelos compuestos por 3 
variables fenotípicas (de manera general, ―x‖, ―y‖, ―z‖), que fueron testeados bajo dos 
modelos de interacción entre las mismas, de efectos directos e indirectos, como se muestra 
en los siguientes esquemas:  
  
En el esquema a se observan tanto los efectos directos de ―x‖ e ―y‖ sobre ―z‖, como el efecto 
indirecto de ―x‖ sobre ―z‖ a través de ―y‖, mientras que en b sólo se tienen los efectos 
directos de cada variable sobre ―z‖. Es importante destacar que con este método no es 
posible determinar la direccionalidad de las relaciones entre las variables, por lo que el valor 
de los estimadores (―i‖, ―j‖, ―k‖) es el mismo para los efectos en un sentido y en otro (es decir, 










MATERIALES Y METODOS 
49 
 
todas las comparaciones posibles entre las variables, y de aquellas que resultaron 
significativas (p-value < 0,05), se analizaron solamente las que tuvieran un sentido biológico. 
 
2.6 Estudios in silico 
 
2.6.1 Análisis funcional de sustituciones aminoacídicas en GSTP1 
 
Para analizar el potencial efecto que podrían tener las sustituciones no sinónimas de 
residuos aminoacídicos (nsSNPs) sobre la estructura, función y estabilidad de la proteína 
codificada por GSTP1, se utilizaron diversas herramientas de libre acceso que realizan 
enfoques basados en la secuencia y la estructura de la proteína nativa. Como referencia se 
utilizó la secuencia consenso de la proteína disponible en NCBI (NP_803482.1), contra la 
cual se realizó la comparación de las proteínas mutadas. Las herramientas utilizadas fueron:  
SIFT - Sorting Intolerant from Tolerant (http://sift.jcvi.org/www/SIFT_seq_submit2.html) (Ng y 
Henikoff, 2001): se utilizó para predecir el potencial deletéreo de una sustitución 
aminoacídica en función a la conservación de cada residuo desde un punto de vista 
evolutivo. A partir de la secuencia problema, SIFT realiza una búsqueda de secuencias de 
elevada similitud para realizar un alineamiento múltiple, a partir del cual calcula la 
probabilidad normalizada para todas las posibles sustituciones de cada posición de dicho 
alineamiento. Los puntajes de salida se clasificaron como dañinos (0 - 0,05), potencialmente 
dañinos (0,05 - 0,10) y neutrales (> 0,10). 
PROVEAN - Protein Variation Effect Analyzer (http://provean.jcvi.org/seq_submit.php) (Choi 
y col., 2012): se utilizó para predecir el posible efecto deletéreo de una sustitución 
aminoacídica sobre la estructura y función de la proteína. De manera resumida, PROVEAN 
calcula un puntaje en función al promedio pesado de los cambios que genera una 
sustitución aminoacídica en los puntajes de alineamiento de a pares entre la secuencia 
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problema y un set de secuencias homólogas7. Las variantes se consideraron deletéreas si el 
puntaje de salida era menor a -2,5 y neutral si se encontraba por encima de ese valor de 
corte. 
PolyPhen 2 - Polymorphism Phenotyping v2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) 
(Adzhubei y col., 2010): se utilizó para predecir el posible impacto de una sustitución 
aminoacídica en la estructura y función de una proteína mediante una comparación directa 
de consideraciones físicas y evolutivas. Además de realizar un alineamiento de secuencias 
homólogas como en los programas anteriores, PolyPhen 2 incorpora una serie de 
características y anotaciones tomadas de distintas bases de datos para analizar con mayor 
profundidad el potencial efecto de las sustituciones. Finalmente, toda esta información es 
evaluada por un clasificador entrenado por métodos de aprendizaje computacional (machine 
learning). Las mutaciones se clasificaron como probablemente dañinas (≥ 0,85), 
posiblemente dañinas (0,15 - 0,85) y benignas (0 - 0,15). 
PANTHER-PSEP - Position-Specific Evolutionary Preservation - cSNP Scoring 
(http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp) (Tang y Thomas, 2016): se utilizó para 
profundizar el análisis del efecto de mutaciones en la función de una proteína desde un 
punto de vista evolutivo. Este método se basa en la generación de árboles filogenéticos, 
alineamientos y la reconstrucción de secuencias ancestrales, para evaluar la preservación 
de un residuo específico a lo largo del tiempo. Las mutaciones se clasificaron como 
probablemente dañinas cuando el tiempo de preservación de un residuo era mayor a los 450 
millones de años, posiblemente dañino cuando estaba entre los 200 y 450 millones de años, 
y probablemente benigno si era menor a los 200 millones de años. 
MutPred 2 (http://mutpred.mutdb.org/) (Pejaver y col., 2017): se utilizó para calcular la 
probabilidad que tiene una sustitución aminoacídica de ser patogénica (cuando el puntaje 
fuera mayor a 0,8) o no patogénica (para puntajes menores a 0,8), utilizando una 
                                                 
7
 Contrario a lo que ocurre con SIFT en donde se hace una evaluación posición específica, en el caso 
de PROVEAN se tiene en cuenta el efecto que genera la sustitución en el alineamiento de las 
posiciones vecinas. 
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metodología de machine learning que integra información genética y molecular, en función a 
un entrenamiento previo con sets de datos conocidos. 
I-Mutant Suite 3.0 (http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant3.0/I-Mutant3.0.cgi) 
(Capriotti y col., 2005): se utilizó para predecir los cambios en la estabilidad de la proteína 
como consecuencia de una sustitución aminoacídica, en función al cambio generado en la 
energía libre de Gibbs de desnaturalización (ΔΔG) entre la estructura de la proteína nativa y 
de la proteína mutante. Las mutaciones se clasificaron como principalmente 
desestabilizantes de la estructura proteica (ΔΔG < -0,5 Kcal/mol), principalmente 
estabilizantes (ΔΔG > 0,5 Kcal/mol) o con efecto débil en la estabilidad de la estructura (-0,5 
< ΔΔG < 0.5 Kcal/mol). Para determinar el sentido del cambio y estimar su valor, este 
programa también utiliza métodos de aprendizaje automático para clasificar y analizar por 
regresión los datos, en función a un entrenamiento previo con sets de datos conocidos. A 
diferencia de todos los otros métodos, en este caso se utilizó para el análisis la secuencia de 
la proteína reportada en NCBI modelada tridimensionalmente con el servidor I-TASSER 
(Iterative Threading ASSEmbly Refinement; https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu 
/I-TASSER/) (Yang y col., 2015). 
HOPE - Have (y)Our Protein Explained (http://www.cmbi.ru.nl/hope/) (Venselaar y col., 
2010): se utilizó para generar una predicción y análisis integral del efecto de cada una de las 
mutaciones detectadas sobre la estructura tridimensional y la función de las proteínas. Este 
servidor realiza un alineamiento por BLAST contra diversas bases de datos como UniProt y 
PDB para recopilar información estructural de la proteína nativa y generar el análisis del 
efecto de la mutación. 
 
2.6.2 Modelado estructural de GSTP1 y visualización 
 
Se realizó el modelado tridimensional de las proteínas codificadas por el gen 
candidato GSTP1 para comparar las estructuras de las proteínas nativa y mutantes. Dado 
que no se encuentra reportada en la base de datos PDB ninguna estructura correspondiente 
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a la GSTP1 bovina, se utilizó el servidor I-TASSER para modelar la secuencia primaria de 
referencia de esta proteína según se encuentra en la base de datos NCBI (NP_803482.1). 
De la misma manera, se modelaron las estructuras tridimensionales de las p-Prot traducidas 
a partir de los haplotipos obtenidos luego de la etapa de re-secuenciación. A continuación, 
se utilizó el software Swiss PdbViewer v4.1.0 (http://www.expasy.org/spdbv/) (Guex y 
Peitsch, 1997) para analizar las estructuras obtenidas y generar imágenes ilustrativas. 
Adicionalmente, este software se utilizó para estimar el volumen y la superficie total de las 
proteínas, y de la cavidad que contiene su sitio activo. La desviación que presentan los 
haplotipos respecto de la estructura obtenida a partir de la secuencia consenso se evaluó 
utilizando la desviación cuadrática media (RMSD) entre las cadenas de carbonos alfa de las 
estructuras. Esta es una medida de cuánto se desvía una estructura respecto a otra 
estructura de referencia, comparando pares de átomos equivalentes entre ambas (en este 
caso los átomos de carbono alfa de cada residuo aminoacídico que conforman el esqueleto 
carbonado de la proteína). 
 
2.6.3 Estudios basados en Dinámica Molecular 
 
Para analizar la estabilidad y el comportamiento de las estructuras tridimensionales 
modeladas de los haplotipos de GSTP1 en condiciones fisiológicas, se realizaron estudios a 
nivel atomístico usando Dinámica Molecular (DM) como técnica central y el paquete de 
software libre de GROMACS (http://www.gromacs.org/) (Abraham y col., 2015; Berendsen y 
col., 1995). 
Las simulaciones por DM se basan en la resolución de las ecuaciones de Newton de 
movimiento (es decir, utilizan la mecánica clásica) para un sistema de partículas que 
interaccionan entre sí, calculando en pequeños intervalos de tiempo (normalmente se 
utilizan pasos de integración entre 1 y 2 fs8) la fuerza que es ejercida sobre cada partícula, 
para ir actualizando la posición, velocidad y aceleración de cada uno de los átomos del 
                                                 
8
 1 femtosegundo = 10
-15
 segundos 
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sistema (Hospital y col., 2015). De esta manera, el sistema evoluciona durante un tiempo 
predeterminado, tendiendo en general hacia un estado de equilibrio si la dinámica está 
modelada correctamente. Para poder llevar a cabo la simulación del sistema, en DM se 
utiliza el concepto de campo de fuerza9, el cual contiene toda la información necesaria para 
describir la interacción entre los átomos de un sistema de manera adecuada. Los campos a 
utilizar se eligen de acuerdo al sistema a modelar y la validación obtenida mediante 
resultados previos contrastados con resultados experimentales. Además, para el caso de 
DM de moléculas se deben aplicar restricciones topológicas al sistema correspondientes a 
los enlaces covalentes y sus respectivos ángulos. Finalmente, registrando a intervalos 
regulares las coordenadas de cada átomo, junto con su dirección y velocidad de 
movimiento, en función del tiempo se obtiene la trayectoria del sistema. 
Cada uno de los archivos de estructura obtenido de I-TASSER para cada p-Prot se 
utilizó como configuración inicial para las simulaciones bajo DM. Dado que estos archivos 
sólo contienen la información de las coordenadas de los átomos, se debe emplear la función 
pdb2gmx para incorporar la información de la topología de la molécula y definir también el 
campo de fuerza, en este caso Amber99 (Wang y col., 2000). A continuación se procedió a 
solvatar el sistema utilizando el modelo de agua explícito SPC/E (modelo rígido de tres 
puntos) (Berendsen y col., 1987), e incorporar iones Na+ y Cl- a concentración salina para 
obtener una caja de simulación con condiciones similares al ambiente celular. En el proceso 
de preparación y estabilización del sistema, para eliminar situaciones de contacto 
energéticamente desfavorables entre las distintas especies, se realizó un proceso de 
minimización de la energía utilizando el método de Steepest descent hasta alcanzar un 
gradiente de energía potencial ≤ 1000 kJ/mol, mientras se mantuvo restringido el esqueleto 
de la proteína a una posición de referencia mediante un potencial armónico cuya constante 
de fuerza fue de 1000 kJ/mol.nm2. A continuación, se procedió a equilibrar la temperatura y 
presión de los sistemas en un proceso de dos pasos. En el primero se acoplaron a un 
                                                 
9
 Los Campos de Fuerza consisten en un conjunto de ecuaciones utilizadas para generar las energías 
potenciales, y a partir de sus derivadas calcular las fuerzas, y los parámetros utilizados en dichas 
ecuaciones. 
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ensamble NVT con el termostato Velocity-Rescale (Bussi y col., 2007) durante 500 ps, 
manteniendo la restricción de posición y asignando velocidades aleatorias por medio de una 
distribución de Maxwell-Boltzmann a 300,15 K de temperatura. Luego en el segundo paso 
se sometieron a un ensamble NpT con el baróstato de Parrinello-Rahman (Parrinello y 
Rahman, 1981) durante 500 ps más, manteniendo la presión del baño constante a un 1 bar. 
Finalmente, para la fase de producción cada sistema se llevó a una cantidad similar de 
moléculas de agua (alrededor de 12000) manteniendo las condiciones fisiológicas de 
concentración salina, y se simuló durante 200 ns, para evaluar su evolución y asegurarse 
que el sistema alcanzó una condición de equilibrio. Durante las fases de producción, los 
grupos proteicos y no proteicos fueron acoplados separadamente al mismo baño térmico y 
de presión que en la fase de equilibrio. Por su parte, la longitud de los enlaces de hidrogeno 
se restringió utilizando el algoritmo LINCS (Hess y col., 1997), mientras que las 
interacciones electrostáticas se calcularon utilizando el método Particle Mesh Ewald 
(Essmann y col., 1995), aplicando un radio de corte para las interacciones de van der Waals 
y de Coulomb de 1,0 nm, respectivamente. Todas las simulaciones se llevaron a cabo con 
un paso de integración de 2 fs.  
Para el análisis de las trayectorias de la fase de producción de cada DM, se centró el 
sistema en la proteína (función trjconv –center –pbc nojump) para evitar saltos en 
los límites de la caja de simulación, y se le quitaron las traslaciones y rotaciones (función 
trjconv –fit rot+trans) para facilitar su visualización. A continuación se analizaron 
distintos parámetros relacionados con la estabilidad y el tamaño de cada proteína. Para 
analizar la variación que tiene la posición de los átomos de la proteína a lo largo de la 
simulación con respecto a la posición inicial se calculó el RMSD en función del tiempo de los 
átomos del esqueleto (backbone) con la función rms (Maiorov y Crippen, 1995), brindando 
información respecto a cuánto se desvió la estructura final respecto a la inicial y su 
estabilidad. También se calculó la fluctuación del RMSD (RMSF) que presenta cada átomo 
de C alfa a lo largo de la simulación con la función rmsf para analizar la movilidad que tiene 
cada residuo y la flexibilidad de cada región de la proteína. Finalmente para analizar el 
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tamaño y el grado de compactación que tienen las estructuras se calcularon la superficie 
total expuesta al solvente en función del tiempo con la función sasa (Eisenhaber y col., 
1995), y el radio de giro de la proteína con la función gyrate. La determinación del RMSD, 
la superficie y el radio de giro dan una idea de la estabilidad que tiene una estructura según 
si alcanzan valores constantes durante el tiempo de simulación. Los gráficos 
correspondientes a los distintos parámetros determinados se realizaron con el programa 
Grace 5.1.25 (http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/). Para mayor detalle de los 
comandos utilizados ver el Anexo. 
Finalmente, para visualizar y analizar las trayectorias de las simulaciones, y crear 
imágenes adicionales, se utilizó el programa VMD 1.9.3 
(https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) (Humphrey y col., 1996). 
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3.1 Estudio Exploratorio de Asociación  
 
Con el objetivo de analizar la posible influencia de los genes candidatos propuestos 
sobre el color de la carne bovina, se comenzó por realizar un estudio de asociación de 
polimorfismos, previamente reportados en dichos genes, con variables fenotípicas 
relacionadas al color de la carne. 
 
3.1.1 Datos fenotípicos del Grupo G-I 
 
Como se mencionó en el Capítulo 2, el estudio de asociación exploratorio se llevó a 
cabo con una población para la cual se contaba con registros de los siguientes datos 
fenotípicos: parámetros colorimétricos (L*, a* y b*), pH y composición lipídica de la carne 
(AGPI y EET). En la Tabla 4 se muestra el valor medio y desviación de las distintas 
variables en la población total. 
 
 
Tabla 4. Media y desviación estándar de las variables fenotípicas analizadas del grupo 
G-I en el estudio de asociación. 
Variable N Media 
Desviación 
estándar 
L* 179 37,23 ± 2,46 
a* 179 22,62 ± 2,03 
b* 179 12,09 ± 1,51 
pH 179 5,49 ± 0,13 
AGPI 177 7,54 ± 2,82 
EET 179 3,11 ± 1,30 
 
AGPI está expresado como un porcentaje respecto del total de ácidos grasos, mientras que EET se refiere a la 
cantidad de grasa total en 100 gr de carne recuperada como extracto etéreo, como se explica en el Capítulo 2. 
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Brevemente, se puede observar que el valor final de pH alcanzado por las muestras 
se encuentra en el orden del valor de 5,5 esperado para la carne (Huff Lonergan y col., 
2010). Por su parte, el valor medio observado para a* de 22,62, correspondiente al color 
rojo, coincide con lo reportado en novillos alimentados con pasturas por Grigera Naón y 
colaboradores (2007) y Warren y colaboradores (2008), de 22,6 y 19,2, respectivamente. A 
su vez, la luminosidad L* presentó valores menores a los reportados por estos mismos 
autores, de 40,1 y 43,9, respectivamente, aunque mayor a lo informado por Realini y 
colaboradores (2004) de 33,8 para animales terminados en forrajes. Con respecto al 
parámetro b*, correspondiente al color amarillo, se obtuvieron valores similares a los 
reportados por Grigera Naón y colaboradores (2007), de 12,7, pero mayores a los de 
Warren y colaboradores (2008), de 8,7. Finalmente, con respecto a la composición lipídica, 
Realini y colaboradores (2004) informaron un porcentaje de AGPI de 9,96, en torno a lo 
determinado en la población del grupo G-I, pero con composición total de lípidos de 1,68%, 
menor a lo obtenido en nuestro caso. 
 
3.1.2 Datos genotípicos del Grupo G-I 
 
De los 11 SNPs genotipificados en los individuos del grupo G-I, cinco resultaron 
monomórficos o tenían un alelo presente en una frecuencia inferior cercana a cero 
(frecuencia alélica mínima permitida, MAF > 0,05), por lo que no fueron tenidos en cuenta 
para el estudio de asociación. Para los seis SNPs restantes, en la Tabla 5 se detallan los 
valores estimados de frecuencias alélicas, heterocigosidad esperada (he) y equilibrio de 
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La evaluación del ligamiento entre los SNPs correspondientes a los genes LDHA, 
CCS y GSTP1 localizados en el cromosoma 29 resultó en dos bloques de ligamiento 
(Figura 2), que se corresponden con los genes y reflejan la distancia entre los marcadores. 
La distancia entre los genes CCS y GSTP1 ubicados en uno de estos bloques no es muy 
grande (aproximadamente 800 kb) lo que permite entender el ligamiento detectado entre 
ellos. Los SNPs ubicados en el gen GSTP1 estaban en ligamiento completo, resultando en 
tan solo dos haplotipos posibles (GG y AC) detectados en la reconstrucción de fases con las 
muestras estudiadas. La co-segregación de los alelos observada en cada SNP puede ser 
explicada por procesos de deriva génica, selección natural o cualquier otro mecanismo 
genético que ocurriera previo al establecimiento de las razas Angus y Hereford, dado que 
los haplotipos fueron encontrados en individuos de ambas razas. En el mismo sentido, no se 
detectó recombinación entre los marcadores de GSTP1, consistente con la distancia que los 
RESULTADOS Y DISCUSION 
62 
 
separa (tan solo 414 pb). Por su parte, el bloque compuesto por los SNPs del gen CCS 
mostró tres haplotipos posibles (TT, CT y CC) indicando un cierto grado de recombinación 





Figura 2. Esquema del análisis de ligamiento de los marcadores localizados en el 
Cromosoma 29, los bloques formados y los haplotipos reconstruidos. 
 
 
3.1.3 Estudio de asociación 
 
Los resultados del estudio no evidenciaron asociaciones significativas entre los 
marcadores genéticos evaluados para los genes LDHA, CCS y Mb, pero evidenciaron una 
posible tendencia para LDHA. Por su parte, se observó la asociación significativa entre los 
polimorfismos de GSTP1 y los parámetros colorimétricos del sistema CIELAB para el color 
de la carne (Tabla 6), indicando un posible vínculo entre este gen y el color de la carne. 
Específicamente, los resultados significativos se dieron con el parámetro a*, que mide la 
intensidad del color rojo y que se puede correlacionar con la cantidad y el color de la Mb, y 
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con el parámetro calculado Cab*, relacionado con el color de la muestra. La influencia de la 
enzima GSTP1 sobre el color de la carne ya fue sugerida previamente en estudios a nivel 
bioquímico y de expresión de la proteína, como ya fue mencionado (Zhang y col., 2018). 
 
 
Tabla 6. Media y desviación estándar de los parámetros colorimétricos CIELAB 
asociados para cada genotipo de los SNPs estudiados. 
SNP Genotipo N 
Parámetros CIELAB 
a* b* Cab* 
LDHA-1 
A/G 11 21,59 ± 0,47 a 11,29 ± 0,36 b 24,37 ± 0,57 a 
G/G 163 22,54 ± 0,14 a 12,04 ± 0,10 b 25,57 ± 0,17 b 
GSTP1-1 
A/A 41 22,87 ± 0,25 A - 25,96 ± 0,31 a 
A/G 85 22,69 ± 0,18 A - 25,72 ± 0,22 a 
G/G 49 21,94 ± 0,23 B - 24,86 ± 0,28 b 
GSTP1-3 
C/C 42 22,85 ± 0,25 A 12,24 ± 0,19 a 25,93 ± 0,30 a 
C/G 87 22,66 ± 0,18 A 12,09 ± 0,14 a,b 25,69 ± 0,22 a 
G/G 46 21,85 ± 0,24 B 11,61 ± 0,18 b 24,75 ± 0,29 b 
Haplotipos 
de GSTP1 
AC/AC 42 22,84 ± 0,25 B - 25,92 ± 0,31 b 
GG/AC 86 22,66 ± 0,18 B - 25,69 ± 0,22 b 
GG/GG 48 21,93 ± 0,23 A - 24,84 ± 0,28 a 
 
Diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores. En mayúsculas, p-value < 0,01; en 
minúsculas, p-value < 0,05. N: número de observaciones 
 
 
Dado que ya se ha demostrado el efecto del glutatión (GSH) sobre el color de la 
carne (Tang y col., 2003), y que la enzima GSTP1 utiliza como sustrato al GSH, se refuerza 
la idea de que este gen resulta un buen candidato para explicar la asociación de esta región 
cromosómica con parámetros colorimétricos. 
Como se mencionó anteriormente, GSTP1 participa en procesos de detoxificación 
celular y resistencia al estrés oxidativo (Lo Bello y col., 2001), favoreciendo la estabilidad 
post mortem de los pigmentos. En este sentido, GSTP1 cataliza la adición de GSH reducido 
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a especies electrófilas, como son los productos generados por peroxidación lipídica 
(Vasieva, 2011) que afectan la estabilidad de las proteínas. Por ejemplo, el aumento en la 
oxidación de la OxyMb a MetMb como consecuencia de la oxidación de lípidos ya fue 
estudiada por Faustman y colaboradores (2010). Dado que ambos marcadores analizados 
en GSTP1 están localizados en exones y resultan en sustituciones aminoacídicas 
sinónimas, podría suponerse que éstas no son las mutaciones responsables de las 
variaciones fenotípicas observadas, pero que están en desequilibrio de ligamiento con la 
mutación causal. Sin embargo, sí podrían estar afectando directamente la velocidad de 
traducción de la proteína y en consecuencia su estructura secundaria o terciaria como 
consecuencia de la disponibilidad diferencial de cada ARNt específico para cada codón. 
Este efecto fue reportado por Kimchi-Sarfaty y colaboradores (2007), quienes propusieron 
que el número acumulado de mutaciones en las regiones codificantes de un gen podrían 
llevar a una estructura proteica diferente debido al tiempo disponible para la traducción y el 
plegamiento de cada codón específico de la secuencia. Por lo tanto, las diferencias 
observadas en este estudio entre los haplotipos de GSTP1 podrían tener una explicación 
similar
10
. En este sentido, se esperaría que los individuos con el haplotipo AC produzcan 
una GSTP1 con mayor actividad, lo que llevaría a menores concentraciones de especies 
reactivas producto, por ejemplo, de la oxidación lipídica, previniendo entonces la oxidación 
de la Mb y generando en consecuencia una mayor estabilidad del color. Nuevamente vemos 
que GSTP1 representa un gen candidato interesante para profundizar en el estudio de su 
influencia sobre la estabilidad del color de la carne. 
Adicionalmente, la asociación entre marcadores en el gen de la Calpaína 1 (CAPN1) 
y parámetros del color de la carne (Mazzucco y col., 2010; Pinto y col., 2011) pueden 
relacionarse con los resultados obtenidos debido a que este gen se encuentra a 2 Mb de 
distancia upstream de GSTP1. 
Los restantes genes estudiados en esta etapa fueron seleccionados en base a su rol 
biológico, como ser el principal pigmento proteico del músculo (Mb), por afectar la 
                                                 
10
 Serían necesarios estudios adicionales para comprobar esta hipótesis. 
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estabilidad redox a través de la disponibilidad de NADH (LDHA), o estar directamente 
involucrado en la regulación de los procesos oxidativos en la célula (CCS y GPX4). Estudios 
previos ya habían sugerido que la estabilidad de la Mb, y por lo tanto del color, podría estar 
regulada en función a la variación en la disponibilidad de NADH como consecuencia de 
niveles de actividad diferencial de LDH en el músculo (Kim y col., 2009). En este sentido, 
podemos mencionar que el SNP de LDHA analizado en el estudio de asociación se 
encuentra localizado en la región 5´UTR del gen, motivo por el cual puede suponerse que 
podría estar afectando el proceso de transcripción del gen, lo que haría variar la 
concentración de los monómeros de LDHA y, en consecuencia, la proporción de 
homotetrámeros funcionales. Por su parte, el efecto de GSH sobre los procesos oxidativos 
de la célula, y por lo tanto sobre la estabilidad del color, también ya fue reportado (Lo Bello y 
col., 2001), por lo que los resultados obtenidos para GSTP1 también están en sintonía con 
esas observaciones. Por el contrario, los resultados obtenidos para los otros genes 
relacionados a la disponibilidad de GSH fueron diferentes, ya que CCS no tuvo resultados 
significativos mientras que los SNPs de GPX4 resultaron todos monomórficos en los 
individuos del grupo G-I y por lo tanto no pudieron ser evaluados. Hay que mencionar de 
todas formas que considerando sólo estos resultados no se puede descartar una posible 
influencia de estos genes sobre el color de la carne. 
 
3.2 Glutatión S-Transferasa P1 
 
La superfamilia de glutatión transferasas está compuesta por diversas isoenzimas 
cuya principal función es la protección de las células frente a compuestos xenobióticos y 
productos del estrés oxidativo. Estas enzimas catalizan la conjugación del GSH con una 
gran variedad de compuestos electrófilos tanto endógenos como exógenos (Sheehan y col., 
2001). Adicionalmente, se ha determinado la participación de estas proteínas en la 
regulación no enzimática de procesos de muerte celular programada (Laborde, 2010). 
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3.2.1 Re-secuenciación y reconstrucción de haplotipos 
 
El análisis de la base de datos de polimorfismos dbSNP del NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) mostró que los genes codificantes de las enzimas 
estudiadas presentan un elevado número de posiciones polimórficas, muchas de las cuales 
se encuentran en regiones codificantes. En consonancia, la re-secuenciación y alineamiento 
de GSTP1, por comparación con la secuencia de referencia, resultó en la determinación de 
un total de 128 SNPs (dando un valor de un SNP cada 25,6 pb), de los cuales 36 se 
localizaron en regiones codificantes (resultando en un SNP cada 30,2 pb). Estas frecuencias 
resultaron mayores a la aproximación de un SNP cada 100 pb reportado por el Proyecto 
1000 Genomas Bovinos (1000 Bulls Genome Project; www.1000bullgenomes.com). 
Adicionalmente, podemos mencionar que se observa una gran diversidad de secuencia al 
comparar este gen en diferentes especies, que no se traduce a nivel de la proteína, sino que 
por el contrario, las secuencias primarias de GSTP1 presentan un elevado grado de 
conservación de sus residuos (Figura 3). 
Centrándonos en las posiciones polimórficas de las regiones codificantes del gen 
vemos que los 36 SNPs se localizaron tanto en exones (15), como en el promotor (13) y en 
la región 5´UTR (8) (Figura 4). Teniendo en cuenta todos estos marcadores, se obtuvieron 
un total de 24 posibles haplotipos. Para analizar la diversidad proteica, se consideraron 
solamente los SNPs localizados en exones, obteniendo un total de 11 posibles ARNm 
teóricos (p-ARNm) (Tabla 7). Para profundizar, la traducción de esos p-ARNm daría tan solo 
siete posibles secuencias primarias diferentes (p-Prot), incluyendo 11 sustituciones no 
sinónimas de aminoácidos distribuidas entre las distintas razas, con respecto a la secuencia 
de referencia (NP_803482.1) (Tabla 7). 
 





Figura 3. Alineamiento múltiple de secuencias de la proteína GSTP1 de diferentes 
especies. El alineamiento se realizó con la herramienta para alineamiento múltiple 
disponible en NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/) incluyendo la secuencia de 
GSTP1 de diferentes especies. La imagen muestra la conservación de los residuos: en rojo 
se muestran los residuos conservados, en azul las columnas que no tienen gaps, y en gris 
las columnas que sí contienen gaps. Cuando más del 50% de las secuencias contienen un 
gap en una posición, los residuos se muestran en gris y en minúscula. Los asterisco (*) 
indican las posiciones con sustituciones aminoacídicas encontradas en la re-secuenciación. 
Resaltado en amarillo se ven los residuos involucrados en la interacción con el sustrato 
GSH. Las secuencias utilizadas son: B. taurus (NP_803482), B. indicus(XP_019810805), H. 
sapiens (NP_000843), P. troglodytes(XP_001152516), O. aries(XP_011972865), M. 
musuclus(NP_038569), F. catus(XP_023095898), C. lupus familiaris(NP_001239096), S. 
scofra(JAA74207), I. tridecemlineatus(XP_005333392), D. rerio(NP_571809), S. 
harrisii(XP_023354429), X. laevis(NP_001082252). 






Figura 4. Región amplificada y posiciones polimórficas encontradas por re-
secuenciación ubicadas en zonas codificantes. La región amplificada se muestra en 
letras mayúsculas, los exones están resaltados en amarillo, y las regiones 5´ y 3´ UTR en 
turquesa. N1/N2: indica los alelos de cada SNP detectado. (N): indica una deleción encontrada 








Figura 4 (continuación). Región amplificada y posiciones polimórficas encontradas 
por re-secuenciación ubicadas en zonas codificantes. La región amplificada se muestra 
en letras mayúsculas, los exones están resaltados en amarillo, y las regiones 5´ y 3´ UTR en 
turquesa. N1/N2: indica los alelos de cada SNP detectado. (N): indica una deleción encontrada 
para esta base. 
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Tabla 7. Haplotipos reconstruidos (p-ARNm), p-Prot y sustituciones aminoacídicas en 
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3.2.2 Estudio in silico de las sustituciones no sinónimas 
 
Los polimorfismos genéticos que generan sustituciones no sinónimas en las 
proteínas (nsSNPs) son factores de gran importancia que contribuyen a la diversidad 
funcional de las proteínas dentro de una población y entre poblaciones. En este sentido, la 
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capacidad de predecir las consecuencias funcionales de las variantes genéticas ayudaría a 
comprender los mecanismos moleculares subyacentes responsables de la variabilidad 
fenotípica observada. Como ya se mencionó, los SNPs sinónimos podrían derivar en 
moléculas de ARNm con tasas de traducción diferentes, lo que tendría un efecto sobre el 
plegamiento de las proteínas, generando conformaciones alternativas y en consecuencia la 
actividad enzimática total podría variar (Kimchi-Sarfaty y col., 2007). En el caso de los 
estudios realizados para esta tesis, se analizó la estructura terciaria predicha para las 
diferentes secuencias de aminoácidos de la proteína del gen GSTP1 sin considerar las 
mutaciones sinónimas, ya que estas no generarían cambios en su estructura primaria. En el 
mismo sentido, los SNPs localizados en el promotor o regiones regulatorias y en los intrones 
podrían tener un efecto sobre el fenotipo como consecuencia de niveles de expresión 
diferenciales o por conformaciones del ARNm alteradas (Ramírez-Bello y Jiménez-Morales, 
2017; Shastry, 2009). 
Para determinar si las sustituciones no sinónimas de aminoácidos identificadas 
tienen un efecto sobre la estabilidad o la función de la enzima GSTP1, profundizamos el 
análisis de las variantes utilizando seis servidores de predicción in silico: SIFT, PROVEAN, 
PolyPhen-2, PANTHER, MutPred 2 y I-Mutant 3.0, que se basan en algoritmos de análisis 
enfocados en la secuencia y/o estructura de la proteína. La Tabla 8 resume los resultados 
obtenidos para el análisis individual de cada sustitución. También se utilizó el servidor 
Project HOPE11 para obtener mayor información del efecto de las sustituciones en la 
estructura y función de la proteína. Es importante remarcar que todos estos son programas 
de análisis de mutaciones puntuales, en los que se compara la estabilidad de una proteína 
con un único residuo mutado, respecto al consenso reportado. 
  
                                                 
11
 Al mes de septiembre de 2019 el servidor del Project HOPE dejó de ser de libre acceso.  
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Tabla 8. Resultados del análisis individual de las sustituciones aminoacídicas con las 












































































































































































































































































































































































































































































* Indica los resultados significativos de cada análisis. 
a
 p-value < 0,05: dañino; 0,05-0,10: 
potencialmente dañino; > 0,10: neutral. 
b
 puntaje < -2,5: deletéreo; > -2,5: neutral. 
c
 probabilidad > 
0,85: probablemente dañino; 0,15-0,85: posiblemente dañino; < 0,15: benigno. 
d
 tiempo de 
preservación > 450: probablemente dañino; 200-450: posiblemente dañino; < 200; probablemente 
benigno. 
e
 probabilidad > 0,8: patogénico; < 0,8: no patogénico. 
f
 cambio en la energía libre de Gibbs 
de desnaturalización (DDG) < -0,5: gran descenso de la estabilidad; -0,5-0,5: neutral; > 0,5: gran 
aumento de la estabilidad.  
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Brevemente, podemos mencionar que SIFT y PROVEAN clasificaron a las variantes 
de manera equivalente, asignándole a las sustituciones C15W, C48G, Q65H, L70Q, V33F y 
D60N el valor de dañinas/potencialmente dañinas y deletéreas, respectivamente. El resto de 
las variantes resultaron neutrales en ambos casos. De esas seis variantes marcadas, 
PolyPhen-2 y PANTHER detectaron cuatro y tres, respectivamente. Además, PolyPhen-2 
detectó una nueva sustitución probablemente dañina (A68T), mientras que PANTHER 
clasificó otras dos como posiblemente dañinas (V33F y L44F). Adicionalmente, se realizó un 
análisis de las variantes con I-Mutant 3.0 para sumar un nivel más a la caracterización, 
considerando el cambio en la ΔΔG entre las estructuras de referencia y alternativas de la 
proteína. En este caso se observó un descenso significativo de la energía en casi todas las 
sustituciones, siendo el mayor cambio de -2,58 Kcal/mol para la variante L70Q. 
Cada uno de los servidores utilizados cuenta con algoritmos que utilizan distintos 
parámetros para realizar la evaluación de las sustituciones aminoacídicas, por lo que los 
resultados obtenidos fueron analizados como un conjunto, dándoles mayor fuerza. Dicho de 
otra manera, a mayor cantidad de resultados significativos en los distintos programas para 
una determinada sustitución, más probablemente esa variante afecte a la estructura y 
función de la proteína. En ese sentido, mientras que algunas sustituciones parecieran no 
tener ningún efecto (P3S, P43Q, L44F), o tener una baja influencia (V33F, V34L) sobre la 
estructura y función de GSTP1, otras tendrían una influencia mayor (C15W, C48G, D60N, 
Q65H, A68T, L70Q). Específicamente, el análisis funcional brindó resultados concordantes 
de todas las herramientas indicando que las sustituciones C15W, C48G, Q65H y L70Q 
podrían tener un efecto sobre la proteína. 
Profundizando, la predicción basada en la estructura de GSTP1 realizada con I-
Mutant 3.0 mostró que casi todas las posibles sustituciones serían muy desestabilizantes 
(tan solo D60N tendría un efecto neutral en la estabilidad de la proteína), lo cual concuerda 
con el elevado grado de conservación observado para esta proteína entre distintas especies 
(Figura 3).  
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3.2.3 Evaluación del efecto de las sustituciones no sinónimas en la estructura y 
función de GSTP1 
 
Para profundizar el estudio de las sustituciones aminoacídicas y analizar su impacto 
sobre la estructura y función de la proteína, las evaluamos con el servidor HOPE. De 
manera general, los resultados indicaron que en la mayoría de los casos los residuos 
mutante y nativo diferían en sus propiedades, en concordancia con lo expuesto en la 
sección anterior. Todas las sustituciones ocurrían en el dominio N-terminal de GSTP1, en 
donde se encuentra localizado el sitio de unión para GSH. Adicionalmente, ocho de los 
residuos se encontraban en contacto con otro dominio de la proteína (P3S, V33F, V34L, 
P43Q, L44F, C48G, D60N, L70Q), por lo que su sustitución por un aminoácido diferente 
podría modificar interacciones específicas entre dominios. 
Brevemente, podemos mencionar que en la mayoría de los casos los aminoácidos 
fueron sustituidos por residuos de mayor tamaño (con excepción de P3S y C48G), lo que 
llevaría a posibles problemas estéricos que podrían afectar el correcto plegamiento de la 
proteína. Además, algunos de los residuos fueron sustituidos por aminoácidos menos 
hidrofóbicos (P3S, P43Q, C48G, A68T, L70Q), lo que generaría una pérdida de 
interacciones hidrofóbicas de gran importancia, por ejemplo, para la estabilidad de la 
proteína. Por otro lado, dado que algunos residuos se encuentran cerca (C15W y L44F) o 
directamente involucrados (Q65H) en la unión del sustrato GSH, su modificación podría 
alterar la conformación local del sitio activo y en consecuencia modificar la actividad de la 
proteína. Finalmente, el análisis de la estructura primaria de proteínas homólogas mostró 
que muchas de las posiciones analizadas no se encuentran completamente conservadas, de 
manera tal que algunos de los nuevos residuos presentan propiedades similares a sus pares 
de proteínas homólogas (V34L, P43Q, L70Q), mientras que otros presentaban propiedades 
diferentes (P3S, V33F, C48G). En dos casos el residuo mutante aparecía como un posible 
aminoácido alternativo en proteínas homólogas (L44F y D60N), lo que indicaría que son 
sustituciones más probables. 
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En conclusión podemos mencionar que, dado que todas las sustituciones se 
localizaron en el dominio N-terminal, resultarían importantes para la unión de otras 
moléculas y para la actividad de GSTP1, especialmente la glutamina de Q65H que participa 
directamente en la unión de GSH. Dado que el sitio activo de la enzima se encuentra en una 
hendidura entre los dominios N- y C-terminal (Figura 5), podemos mencionar que los 
residuos ubicados en este bolsillo definirán la especificidad de unión para el segundo 
sustrato. Adicionalmente, se ha observado que esta proteína participa de modo no 
enzimático en las vías de muerte celular programada (Laborde, 2010), por lo que cualquier 
variación estructural podría derivar también en alteraciones en la regulación de estos 
procesos. Entonces para concluir podemos decir que cambios en las interacciones 
moleculares y en el plegamiento pueden llevar a alteraciones en la estructura y función de la 
proteína, generando variantes que estarían involucradas funcionalmente en una estabilidad 
oxidativa y desarrollo de la apoptosis post mortem diferenciales, y que en consecuencia 
podrían estar involucradas en diferencias en caracteres fenotípicos del ganado. 
 
 
Figura 5. Estructura de la enzima GSTP1. a) Diferenciación entre los dominios N-terminal 
(residuos 1 a 77; en rojo) y C-terminal (84 a 210; en celeste), y localización del sitio activo. 
b) Diagrama de topología de los diferentes fragmentos de estructura secundaria de cada 
dominio. 
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3.2.4 Modelado por homología y análisis de la estructura proteica 
 
Hasta aquí todas las sustituciones fueron analizadas de manera individual. Por lo 
tanto, para poder comparar el efecto total resultante de diferentes mutaciones, se analizaron 
los haplotipos obtenidos a partir de la re-secuenciación de ADN. Como se mencionó 
previamente, se obtuvieron 11 posibles haplotipos (p-ARNm) en el análisis de fases de los 
genotipos encontrados en el gen, y de ellos se infirieron siete posibles proteínas con 
secuencias primarias diferentes (p-Prot), como consecuencia de las combinaciones 
encontradas de mutaciones sinónimas y no sinónimas.  
Desafortunadamente, aún no se cuenta en la base de datos de proteínas PDB con 
una estructura cristalizada de la GSTP1 bovina, por lo que todas las estructuras 
tridimensionales fueron generadas por modelado con el servidor I-TASSER, y poder así 
comparar las estructuras de referencia y alternativas. En el caso de la GSTP1 nativa, se 
utilizó para el modelado la secuencia de referencia disponible en NCBI (NP_803482.1), 
mientras que para las proteínas mutantes se utilizaron las siete p-Prot traducidas de los 11 
p-ARNm. I-TASSER está configurado para diseñar y mostrar como resultado los cinco 
mejores modelos alternativos que pueda construir. Sin embargo, tan solo se generó una 
única estructura para cada una de las siete p-Prot y la proteína nativa, demostrando el 
elevado grado de conservación de estructura que presenta esta familia de proteínas. Como 
ya se mencionó previamente, el alineamiento de la secuencia proteica de la GSTP1 de 
diferentes especies mostró una baja variabilidad de residuos, particularmente en aquellos 
involucrados en la unión de GSH, que se encontraban completamente conservados (Figura 
3). 
Las estructuras obtenidas de esta manera fueron analizadas con el software Swiss 
PdbViewer. En la Tabla 9 se resumen las determinaciones del área y volumen 
correspondientes a la proteína total y al sitio activo en particular, al igual que la 
determinación de la desviación entre los átomos del esqueleto de las p-Prot con respecto a 
la secuencia de referencia modelada, por medio del parámetro RMSD. Nuevamente, como 
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no se cuenta con una estructura cristalizada de la GSTP1 bovina, con fines comparativos se 
utilizó la estructura 5GSS_A correspondiente a la proteína de humano. Esta proteína tiene 
un 86% de identidad de secuencia con la enzima bovina, con un 97% de similitud de 
residuos, por lo que podemos decir que es una proteína muy parecida, y por lo tanto muy útil 
para realizar comparaciones. 
 
Tabla 9. Área superficial y volumen de la proteína y del sitio activo, para las distintas 
p-Prot, y RMSD respecto a la estructura del consenso. 
p-Prot 
Proteína total Sitio Activo 
RMSD 
Área Volumen Área Volumen 
I 9493 25525 743 741 - 
II 9142 25782 818 762 0,378 
III 9365 25802 884 1102 0,473 
IV 9331 25673 745 757 0,411 
V 9211 25769 701 650 0,448 
VI 9467 25751 469 464 0,486 
VII 8975 26004 666 633 0,419 
5GSS_A 8969 25119 858 794 0,595 
 
El RMSD se determinó entre el esqueleto (backbone) de las estructuras superpuestas. 
 
 
Como veremos, el modelado de la estructura terciaria de las proteínas permite 
profundizar el análisis del efecto de las posibles sustituciones aminoacídicas sobre la 
estructura. Podemos comenzar por mencionar que la secuencia consenso de la proteína se 
encontró en todas las razas analizadas, coincidiendo con la p-Prot I (Tabla 7), y que su 
estructura modelada presentó una leve desviación de la superficie y volumen del sitio activo 
con respecto al de la proteína humana. Por el contrario, se destacaron cambios más 
notorios en el sitio activo del resto de las estructuras, de las cuales cuatro tenían una única 
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sustitución (p-Prot II, IV, V y VI), mientras que las estructuras p-Prot III y VII presentaban 
múltiples sustituciones. 
El análisis computacional de las sustituciones en la p-Prot IV (V33F) y VI (A68T) no 
resultó concluyente respecto a su efecto sobre la estructura de la proteína. En el caso de 
V33F, la valina hidrofóbica se sustituyó por una fenilalanina también hidrofóbica y de mayor 
tamaño, pero dado que este residuo se encuentra sobresaliendo en la superficie, podría no 
estar ejerciendo un efecto relevante. Por el contrario, la estructura modelada de p-Prot VI 
presentó la mayor desviación respecto del consenso de acuerdo al RMSD, lo que puede 
observarse también en una reducción del volumen y superficie del sitio activo a casi la 
mitad. La sustitución A68T produce un cambio en las propiedades del residuo, ya que la 
alanina no polar es reemplazada por una treonina capaz de generar nuevos puentes de 
hidrógeno en la zona del sitio activo (Figura 6). Vale la pena mencionar que esta sustitución 
se dio en un animal de la raza Angus, mundialmente reconocida por la calidad de su carne 
(Chambaz y col., 2003; Wheeler y col., 2005), por lo que es una variante interesante para 
estudiar con mayor profundidad. 
 
Figura 6. Estructura modelada de p-Prot VI. Los dominios N-terminal (rojo) y C-terminal 
(celeste) se muestran en formato de cintas, y el nuevo residuo de treonina se resalta en 
verde. Los residuos con los que interactúa se muestran en naranja y los puentes de 
hidrógeno formados en línea punteada verde. 
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En el caso de las otras dos estructuras con una única sustitución, p-Prot II y V, de 
acuerdo al análisis bioinformático presentaban un cambio dañino para la estructura y función 
de la proteína de acuerdo al análisis bioinformático. En ambos casos el residuo se encuentra 
en el interior de la estructura, por lo que su sustitución podría afectar su plegamiento. En el 
caso de C15W de p-Prot V, observada en la raza Nelore, la cisteína pequeña e hidrofílica 
fue sustituida por un triptofano hidrofóbico y de gran tamaño, que podría generar problemas 
estéricos. Nuevamente, esto se evidencia tanto en la reducción de la superficie y volumen 
del sitio activo, como en los valores de RMSD que muestran su desviación respecto a p-Prot 
I. Por el otro lado, aunque ambos residuos de L70Q (detectada en la raza Brahman) son 
grandes, la aparición de una glutamina polar podría generar una interrupción de 
interacciones dentro del núcleo de la proteína. 
En el caso de las estructuras p-Prot III y VII, la presencia de múltiples sustituciones 
aminoacídicas se vio reflejada en los resultados estructurales. En p-Prot III, el incremento en 
el volumen del sitio activo puede explicarse por la sustitución de una prolina muy rígida en 
P43Q y la introducción de una glicina de gran flexibilidad en C48G, dentro de una α hélice 
cercana al sitio activo (Figura 7a). Esta estructura se encuentra localizada dentro de un loop 
que conecta los dos motivos estructurales típicos del plegamiento de tipo tiorredoxina que 
conforma la estructura del dominio N-terminal de las GSTs (Frova, 2006). Adicionalmente, el 
residuo de cisteína en la posición 48 es de importancia para la formación y estabilización del 
dímero, y su sustitución altera la actividad enzimática (Deponte, 2013). Aunque no fueron 
evaluadas como dañinas, el resto de las sustituciones de esta estructura también se 
encontraron en ese mismo loop (Figura 7b), posiblemente contribuyendo a las diferencias 
observadas en el volumen y superficie del sitio activo. Por otro lado, la p-Prot VII (Figura 8) 
incluye la que probablemente sea la sustitución más importante, Q65H, en la que, como se 
mencionó anteriormente, se sustituye un residuo directamente involucrado en la unión del 
sustrato GSH. Además, la superficie y volumen del sitio activo en esta estructura se vieron 
muy reducidos, por lo que resultaría interesante estudiar esta variante in vitro, dado que se 
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esperaría observar un cambio en la unión del sustrato y, por lo tanto, en la actividad 
enzimática. 
 
Figura 7. Estructura modelada de p-Prot III. Los dominios N-terminal (rojo) y C-terminal 
(celeste) se muestran en formato de cintas, y los nuevos residuos se resaltan en verde. a) 
Se destacan las sustituciones P43Q y C48G (identificadas como dañinas). b) Se observan 
las sustituciones presentes en la p-Prot III, todas ubicadas en el mismo loop. 
 
 
Figura 8. Estructura modelada de p-Prot VII. Los dominios N-terminal (rojo) y C-terminal 
(celeste) se muestran en formato de cintas, y los nuevos residuos se resaltan en verde. 
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En conclusión, algunas de las sustituciones aminoacídicas predichas podrían 
generar cambios importantes en la estructura y función de la proteína, y resultan buenos 
candidatos para ser estudiados con mayor profundidad en experimentos in vitro. Estos 
cambios podrían afectar la actividad enzimática, al alterar la afinidad por los sustratos, la 
velocidad de la reacción o la liberación de los productos, o sus funciones no enzimáticas, al 
variar las interacciones proteína-proteína. Además, el análisis de haplotipos destacó que las 
estructuras predichas III, VI y VII presentaban las mayores desviaciones en la estructura 
proteica o en el volumen y superficie del sitio activo, por lo que se deberían priorizar en 
futuros estudios. 
 
3.2.5 Estudios basados en dinámica molecular 
 
Como se mencionó anteriormente, los análisis in silico son herramientas muy 
potentes que permiten estudiar los sistemas biológicos a bajo costo, y cuyos resultados 
permiten orientar los estudios in vitro o in vivo posteriores que deban realizarse. 
Específicamente, los estudios de dinámica molecular (DM) buscan analizar y predecir el 
comportamiento que tendrán las moléculas biológicas, como las proteínas, en determinadas 
condiciones ambientales. En este sentido, para profundizar los análisis realizados hasta el 
momento, se simularon por DM las estructuras proteicas modeladas con el servidor I-
TASSER para cada una de las p-Prot, y se estudió su comportamiento en condiciones 
fisiológicas. Las distintas variables analizadas para cada sistema están relacionadas con el 
grado de movilidad, flexibilidad y tamaño que presentan las proteínas, y su variación en el 
tiempo de simulación. 
En primer lugar, se puede analizar la evolución que tiene la estructura de las p-Prot 
en el tiempo de simulación, a través del cambio en el RMSD de cada una de ellas con 
respecto a las posiciones atómicas de la estructura en el comienzo de la dinámica. En la 
Figura 9 se observa que las distintas p-Prot alcanzan valores relativamente constantes del 
RMSD, llegando a estructuras en equilibrio a la temperatura del sistema y que no se alejaron 
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demasiado de la estructura inicial, siendo las que más se apartan p-Prot III y IV (alrededor 
de 0,55 nm).  
 
Figura 9. Evolución de la desviación cuadrática media (RMSD) de las proteínas. El 
RMSD está calculado para el backbone de cada p-Prot con respecto a la estructura inicial de 
la DM. 
 
De esta manera se puede ver que las distintas estructuras se encuentran 
estabilizadas en el sistema y que no perderán su estructura. Por lo tanto, podemos decir que 
las distintas sustituciones aminoacídicas encontradas, y su combinación en los diferentes 
haplotipos, no generan una desestabilización que derive en la pérdida de la estructura 
proteica. Esto se encuentra en consonancia con la función de detoxificación que cumple la 
GSTP1 en las células, catalizando la unión del GSH a radicales libres, oxidantes y 
compuestos xenobióticos para facilitar su eliminación. Es decir que, al no poseer 
especificidad para el segundo sustrato de la reacción, es esperable que la proteína tenga 
suficiente plasticidad para adaptarse a moléculas de distinto tamaño y con grupos 
funcionales variables. Esto implicaría que la región N-terminal (donde se encuentra el sitio 
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activo) tenga suficiente movilidad y/o que la composición aminoacídica pueda variar, para 
contar con residuos con diferentes propiedades fisicoquímicas que puedan adaptarse a los 
diferentes sustratos. 
Continuando con el análisis de la estabilidad de las estructuras, también se analizó la 
evolución del tamaño que adquieren las proteínas durante la fase de producción, a través de 
la determinación del área superficial accesible al solvente. Este parámetro brinda una 
medida del grado de compactación de las estructuras, y al analizar su evolución se puede 
observar la conservación del plegamiento de las proteínas. En la Figura 10 se puede ver 
que la superficie accesible al solvente parte de distintos valores para cada estructura, pero 
evoluciona hacia valores similares y constantes para todas las p-Prot, en torno a los 110-120 
nm2. Nuevamente estos resultados indican que se trata de proteínas estables, y en 
consecuencia de sustituciones que no generan una desestabilización de la estructura.  
Otra forma de estimar el tamaño de las proteínas y su estabilidad en el tiempo es a 
través de la evolución del radio de giro, que da una medida de qué tan expandida está la 
estructura en el espacio con respecto a su centro de masa; un radio de giro más elevado 
indica una estructura más abierta, mientras que un radio de giro más bajo indica una 
estructura más compacta. En la Figura 11 se observa que las p-Prot I y VI presentan un 
radio de giro cercano a 1,65 nm, menor al resto de las estructuras con un radio de giro en 
torno a 1,75 nm. Es decir, que las p-Prot I y VI evolucionan hacia una estructura más 
compacta que las demás, en consonancia con lo obtenido anteriormente para la superficie 
accesible al solvente, donde estas dos estructuras presentan los valores más bajos de área 
superficial, es decir mayor compactación. En el caso de p-Prot VI este resultado se condice 
con lo concluido anteriormente con respecto a la capacidad del nuevo residuo treonina de 
formar nuevas interacciones con residuos cercanos (Figura 6), restringiendo la movilidad de 
la proteína. Por el contrario, las estructuras p-Prot II, III, IV, V y VII con radio de giro mayor 
tendrían estructuras menos compactas. Particularmente, este resultado de la p-Prot III 
coincide con lo concluido anteriormente con respecto a las sustituciones aminoacídicas que 
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presenta esta estructura, que le darían mayor movilidad al loop en el que se encuentran 
ubicadas, y daría en consecuencia una estructura menos compacta.  
Figura 10. Evolución de la superficie accesible al solvente de las proteínas. 
 
Figura 11. Evolución del radio de giro de las proteínas.  
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Otro factor que puede analizarse para estudiar la flexibilidad y movilidad de las 
estructuras es la fluctuación del RMSD (RMSF) de cada átomo a lo largo de la DM. En este 
caso calculamos el RMSF de los átomos de C alfa para tener una idea del grado de 
movilidad de cada residuo aminoacídico en particular y de la flexibilidad de cada región de la 
estructura. Como es de esperar, los extremos N- y C-terminal tienen una elevada movilidad 
al estar libres y contar con menos restricciones (Figura 12). Además, puede verse que, de 
manera general, todas las estructuras siguen a grandes rasgos el mismo patrón de 
movilidad en las distintas regiones de la cadena. Sin embargo, si se comparan cada una de 
las p-Prot individualmente con la estructura correspondiente al consenso (p-Prot I) se 
observan algunas diferencias, principalmente en la mitad N-terminal, donde se encontraron 
todas las sustituciones. 
En el caso de p-Prot II se puede observar que la región en donde se encuentra la 
sustitución L70Q no muestra un cambio en su movilidad con respecto a la referencia, pero sí 
se observa un aumento en la fluctuación de la posición de los residuos 15 a 30 y un 
descenso de los residuos 30 a 50 (Figura 13). De esta manera, la sustitución de la leucina 
hidrofóbica por un residuo de mayor tamaño y polar orientado hacia el interior de la proteína 
ejerce un efecto estérico sobre la región adyacente en la estructura tridimensional, 
correspondiente a la primera hélice alfa (Figura 5), desplazándola de la posición que 
ocupaba y generando una estructura más abierta. Esto coincide con el aumento en el radio 
de giro y el área superficial observados. Podría suponerse que este mismo desplazamiento 
de la hélice α1 tiene a su vez un efecto sobre el loop ubicado en la región adyacente, entre 
los residuos 30 a 50, generando el cambio observado en su movilidad. 
  




























Figura 13. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y II. 
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La dinámica de la estructura priorizada en el análisis in silico p-Prot III, presentó 
todas las sustituciones aminoacídicas identificadas en el loop que conecta los segmentos β2 
y β3 del plegamiento tioredoxina (Figura 5) y una movilidad inferior a la referencia (Figura 
14), en contraposición a lo predicho en los análisis previos. Por un lado podemos mencionar 
que este loop tiene ciertas características de hélice alfa, y dado que la prolina en caso de 
ocurrir en este tipo de estructura secundaria lo hace en los extremos, para limitar el 
impedimento que genera (Fujiwara y col., 2012; Wang y Feng, 2003), y que en este caso la 
prolina se encuentra en la zona intermedia, por lo tanto al sustituirla por otro residuo se 
podría estar favoreciendo la estructura de hélice alfa, más estable y con menor movilidad. 
Adicionalmente, el nuevo residuo es un glutamina con la capacidad de estabilizar la hélice 
gracias a que puede formar nuevos puentes de hidrógeno con su cadena lateral (Roy y 
Dannenberg, 2011). También puede observarse que los residuos hidrofóbicos de las 
posiciones 34 y 44 quedan enfrentados (Figura 7), dando la posibilidad de un efecto 
hidrofóbico que le brinde estabilidad a la hélice. Finalmente, puede mencionarse que el 
nuevo residuo de glicina en la posición 48 se encuentra hacia el final de esta región, motivo 
por el cual, a pesar de ser un residuo que aportaría una mayor movilidad, no genera un 
efecto disruptivo en esta región. 
En el caso de p-Prot IV se observa un descenso de la movilidad en la región donde 
ocurre la sustitución aminoacídica, junto con un gran aumento en torno a la posición 10 
(Figura 15). Al analizar la estructura puede verse que ambas regiones son adyacentes en el 
espacio (Figura 16), de manera que al sustituir una valina por una fenilalanina, aún 
hidrofóbica pero de mayor tamaño, puede estar generándose un efecto estérico sobre las 
posiciones adyacentes que lleven al aumento observado de la movilidad. De manera similar, 
en la estructura p-Prot V puede verse un descenso de la movilidad en el segmento 30 a 50 y 
un aumento en los residuos 60 a 90 (Figura 17), que también puede explicarse por el efecto 
estérico que genera el nuevo residuo de triptofano, orientado hacia el interior de la proteína, 
sobre las regiones adyacentes en el plegamiento (Figura 18). Esto concuerda con un radio 
de giro mayor, indicando una estructura más abierta, como se vio anteriormente.  




Figura 14. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y III. 
 
 
Figura 15. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y IV.  






























Figura 16. Acercamiento al nuevo residuo y los aminoácidos cercanos, en p-Prot IV. 
 
 
Figura 17. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y V.  









Figura 19. Comparación del RMSF de las estructuras p-Prot I y VI. 
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Con respecto a la estructura p-Prot VI, no se observan grandes diferencias en la 
movilidad, teniendo un patrón similar a la referencia (Figura 19). Esto puede deberse a que 
el residuo se encuentra en la superficie de la proteína, sin generar problemas estéricos en el 
interior de la estructura, obteniendo un grado de compactación similar al de p-Prot I, como 
puede verse en los resultados obtenidos para el radio de giro y la superficie accesible al 
solvente. 
Finalmente, otra de las estructuras priorizadas en el análisis in silico inicial, p-Prot 
VII, con múltiples sustituciones, presentó de manera general una menor movilidad del 
dominio N-terminal (Figura 20). Particularmente, el mayor descenso de movilidad ocurre en 
el loop entre los residuos 30 a 50, y se da por la estabilización que genera la sustitución 
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Como se mencionó previamente, el análisis de los genes candidatos estudiados en 
las bases de datos de variantes mostró un elevado número de posiciones polimórficas, 
ubicadas incluso en regiones codificantes. Sin embargo, y contrariamente a lo observado 
para el gen GSTP1, la re-secuenciación y alineamiento del gen LDHA resultó en la 
identificación de un total de 37 SNPs, ubicados exclusivamente en regiones no codificantes, 
de los cuales 33 se encontraron en los intrones y 4 en la región promotora. En este caso la 
tasa de mutación resultante de un SNP cada 143 pb se encuentra en consonancia con la 
aproximación de un SNP cada 100 pb del Proyecto 1000 Genomas Bovinos (1000 Bulls 
Genome Project; www.1000bullgenomes.com). 
Como se analizó anteriormente, la enzima GSTP1 cataliza una reacción entre el 
sustrato específico GSH y un segundo sustrato inespecífico, además de cumplir funciones 
no enzimáticas de regulación. De esta manera resulta esperable que esta proteína cuente 
con algún grado de diversidad de secuencia que le otorgue suficiente plasticidad para 
interaccionar en su sitio activo con sustratos de formas, tamaños y propiedades 
fisicoquímicas variados. Por el contrario, y siguiendo esta misma lógica, la nula variabilidad 
de secuencia obtenida para la enzima LDHA en este trabajo puede explicarse en su elevada 
especificidad, catalizando una reacción entre sustratos concretos (lactato y NAD+, o piruvato 
y NADH, dependiendo de la dirección de catálisis de la reacción).  
En este mismo sentido, al comparar el gen LDHA de diferentes especies se observa 
una gran diversidad de secuencia, mientras que al analizar la secuencia primaria de la 
proteína codificada en cada caso se observa un elevado grado de conservación de los 
residuos aminoacídicos (ver Figura 22 en Anexos). 
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3.4 Estudio por Modelos de Ecuaciones Estructurales 
 
La metodología de Modelos de Ecuaciones Estructurales (SEM) es adecuada para 
analizar la causalidad entre las diferentes variables fenotípicas y lograr construir una red que 
explique los efectos entre las mismas. Como ya se describió, el estudio por re-secuenciación 
del gen LDHA no presentó variantes estructurales de la enzima codificada, lo cual no 
permitió un análisis similar al realizado para el gen GSTP1. Sin embargo, se pudo contar 
con mediciones indirectas de la actividad de la enzima. Por otro lado, los individuos del 
Grupo G-II se encontraban fenotipificados en una amplia variedad de características 
relacionadas al crecimiento y la calidad de la carne, aunque el número de individuos totales 
no era lo suficientemente grande como para realizar un estudio de asociación clásico. Todo 
esto alentó a la búsqueda de modelos más adecuados para el análisis de estos datos, y 
finalmente se decidió utilizar la metodología SEM. 
 
3.4.1 Datos fenotípicos del Grupo G-II 
 
Entre las variables fenotípicas determinadas para los individuos del Grupo G-II se 
encuentran: parámetros colorimétricos (L*, a* y b*) para la carne y la grasa, pH y 
temperatura post-faena, variables relativas a la composición lipídica (AGS, AGI, AGMI, 
AGPI, EET, PGI), al crecimiento (Pf, AOB, EGD), al estado redox celular (TBARS, PR) y a 
otros componentes de la carne (Fe, PC, PA). La Tabla 10 muestra el valor medio y 
desviación estándar de las distintas variables en la población total. Como ya se mencionó en 
el Capítulo 2, parte de estas variables ya fueron motivo de análisis en otra Tesis Doctoral 
(Mutti, 2018), por lo cual este estudio buscó completar y profundizar ese análisis, y centrar la 
discusión en las variables no analizadas. 
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Tabla 10. Media y desviación estándar de las variables fenotípicas del grupo G-II 
estudiadas mediante SEM. 




Variable N Media 
Desviación 
Estándar 
Lc* 36 37,54 ± 3,15  Lg* 36 68,85 ± 3,27 
ac* 36 21,24 ± 2,26  ag* 36 2,64 ± 2,57 
bc* 36 11,60 ± 1,46  bg* 36 21,70 ± 3,79 
pH 36 6,5 ± 0,15  T 36 32,43 ± 2,96 
AGS 36 41,93 ± 2,51  AGI 36 57,28 ± 2,46 
AGMI 36 51,63 ± 2,81  AGPI 36 5,65 ± 1,87 
EET 36 6,00 ± 2,82  PGI 27 4,85 ± 1,77 
AOB 34 81,79 ± 11,73  EGD 34 14,79 ± 3,91 
Pf 36 719,8 ± 87,4  PA 36 61,69 ± 5,14 
Fe 36 25,62 ± 5,89  PC 36 0,93 ± 0,13 
PR 33 -23,63 ± 15,51  TBARS 36 139,73 ± 56,18 
 
T se expresa en °C; AGS, AGI, AGMI, AGPI, PGI, PA y PC son porcentajes; EET son gramos de grasa total en 
100 gr de carne recuperada como extracto etéreo; AOB está expresado en cm
2
 y EGD en mm; Pf en kg; Fe en 
ppm; PR es el descenso de absorbancia por consumo de NADH por segundo y por gramo de carne; TBARS es 
la concentración nM de MDA generada por gramo de carne.  
 
 
La composición promedio obtenida en la población del grupo G-II para los 
componentes inorgánicos en general, y del hierro en particular, con valores de 0,93% y 
25,62 ppm, respectivamente, son coincidentes con los reportados por Walshe y 
colaboradores (2006) y Cabrera y colaboradores (2010), respectivamente. Por otro lado, el 
valor obtenido para el contenido de agua de las muestras resultó inferior a lo reportado en 
múltiples publicaciones (Dixon y col., 2012; Mills y col., 1992), probablemente porque la 
determinación no se realizó sobre las muestras frescas, sino luego de haber sido 
congeladas para su preservación. Con respecto a la determinación de los productos de la 
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oxidación lipídica, se obtuvieron valores considerablemente mayores a los reportados por 
otros autores (Ladeira y col., 2014; Ponnampalam y col., 2001). Nuevamente, esto puede 
deberse a que estas determinaciones no se realizaron sobre las muestras frescas, motivo 
por el cual la peroxidación de los lípidos pudo haber continuado llegando a los valores 
medidos. Además, la presencia en el Grupo G-II de animales cruza con la raza Wagyu, 
conocida por tener un mayor contenido de grasa intramuscular, con mayores niveles de 
AGMI en comparación a otras razas (De Smet y col., 2004), podría también aportar a este 
aumento de los peróxidos lipídicos medidos. 
 
3.4.2 Interacciones entre variables 
 
Al analizar redes de causalidad entre variables, la utilización de SEM tiene la ventaja 
de permitir discriminar entre los efectos directos e indirectos, logrando obtener información 
de los mecanismos fisiológicos por los cuales interaccionan las variables, lo cual es muy 
difícil de detectar con modelos lineales estándares (Cha y col., 2017). De esta forma, luego 
de testear todos los posibles modelos compuestos por tríos de variables, se registraron 
todas las interacciones significativas (p-value < 0,05), y con todas aquellas que tuvieran 
sentido biológico se construyeron los esquemas de la Figura 21. Para facilitar el análisis, los 
esquemas están organizados alrededor de variables centrales relativas al color de la carne 
(ac*, bc*, Lc*; esquema I), al color de la grasa dorsal (ag*, bg*, Lg*; esquema II), a la 
composición lipídica de la carne (AGS, AGI, AGMI, AGPI; esquema III), y al crecimiento de 
la res (Pf; esquema IV). Sin embargo, puede verse que todas las variables podrían 
incorporarse en una única red que muestre todas las interacciones entre los distintos 
parámetros, evidenciando la complejidad del sistema biológico que determina, por ejemplo, 
el color de la carne. 
  




Figura 21. Esquemas representando la relación significativa entre variables 
fenotípicas obtenidas a partir de estudios de SEM. Las flechas indican direccionalidad 
del efecto de una variable sobre otra, mientras que las líneas indican interacciones pero sin 
una dirección específica. ac*, bc*, Lc* son los parámetros CIELab de la carne; ag*, bg*, Lg* 
son los parámetros CIELab de la grasa; AGS, AGI, AGMI y AGPI son los porcentajes de 
ácidos grasos saturados, insaturados, monoinsaturados y poliinsaturados; PGI, porcentaje 
de grasa intramuscular; EET, extracto etéreo total; AOB, área de ojo de bife; EGD, espesor 
de grasa dorsal; PA, porcentaje de agua; PC, porcentaje de cenizas; Fe, composición de 
hierro; PR, poder reductor; TBARS, especies reactivas de ácido tiobarbitúrico; Pf, peso final; 
Te, temperatura; Alim, alimentación. 
 
 
En los esquemas puede observarse que la raza de los animales y la alimentación 
que reciban influirá sobre los parámetros colorimétricos de la carne, la composición lipídica y 
el crecimiento, como es esperable y en concordancia con múltiples publicaciones revisadas 
en Mancini y Hunt (2005) y Przybylski y Hopkins (2015). Por su parte, la composición de 
agua de la carne (PA) varía como consecuencia de la desnaturalización y degradación 
proteica que ocurre post mortem, que lleva a la pérdida de volumen de la fibra muscular. De 
esta manera se ve afectada la reflexión y dispersión de la luz sobre la carne, y en 
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consecuencia el color que se percibirá (Hughes y col., 2014), lo que explica el efecto 
observado de PA sobre ac* (medida del color rojo) y Lc* (medida de la luminosidad). 
En el mismo sentido, los distintos factores relacionados a la composición lipídica 
(EET, AGS, AGI, AGMI, AGPI, PGI) ejercen un efecto sobre los parámetros colorimétricos 
como consecuencia principalmente del grado de oxidación lipídica (Ladeira y col., 2014; 
Mancini y Hunt, 2005). Así, teniendo en cuenta la estrecha relación entre estos dos procesos 
de oxidación, el ritmo de oxidación lipídica podría ser utilizado como un indicador del grado 
de susceptibilidad a la oxidación de los pigmentos de la carne (Ladeira y col., 2014). 
Adicionalmente, el efecto del contenido de la grasa intramuscular sobre el parámetro Lc* 
coincide con lo reportado por Pflanzer y de Felício (2011). A su vez, la fracción lipídica se ve 
influenciada por el crecimiento del animal (Przybylski y Hopkins, 2015), siendo 
particularmente interesantes los ácidos grasos insaturados, que son más susceptibles a la 
peroxidación, y cuyos productos afectan la estabilidad de la Mb. En este sentido se puede 
ver que el crecimiento del animal ejercería un efecto indirecto sobre los parámetros 
colorimétricos a través de la composición lipídica del músculo. Por el contrario, la raza y la 
alimentación de los individuos ejercen tanto un efecto directo como indirecto en la 
determinación del color de la carne, esto ha sido bien documentado; como fue discutido en 
la Introducción de esta Tesis. 
Con respecto a la composición de Fe de la carne vemos que se ve influenciada por el 
crecimiento y la alimentación del animal, con una interacción con el porcentaje de cenizas 
(PC, como medida de todos los componentes inorgánicos). A su vez se observa un efecto 
de la raza sobre la concentración de Fe a través del AOB, indicando que un cambio en la 
muscularidad del individuo (o en la tasa de crecimiento del músculo) podría determinar el 
contenido de hierro de la carne, y en consecuencia su color, coincidiendo con resultados de 
estudios comparativos entre especies de rumiantes (Giuffrida-Mendoza y col., 2007) y entre 
razas de bovinos con diferente conformación muscular (Cabrera y col., 2010; Pilarczyk, 
2014; Somogyi y col., 2015). En este análisis no se observó una influencia directa del Fe 
sobre los parámetros colorimétricos, como hubiera sido esperable por el rol que cumple en 
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la función de la Mb, y los equilibrios redox en los que participa, como ya fue analizado en la 
Introducción. Sin embargo, el hierro también participa en la generación de un ambiente 
oxidativo dentro de la célula, al catalizar la formación de radicales libres a través de la 
reacción de Fenton (Blokhina, 2003), explicando el efecto que se observa del Fe sobre PR. 
También puede verse el efecto de la alimentación sobre PR, que se entiende por el 
aporte que hace el alimento en compuestos antioxidantes. De esta manera la alimentación 
tiene un efecto directo sobre la composición lipídica, pero también uno indirecto, al influir 
sobre la estabilidad redox que tendrá la carne, lo que afecta la estabilidad de los lípidos. A 
su vez, la oxidación de los lípidos, con una mayor susceptibilidad de los AGI (Wood y col., 
2008) afectará el color de la carne, como ya se analizó. En este mismo sentido, TBARS es 
una medida del nivel de oxidación de los lípidos, lo que explica la interacción observada con 
bc*. 
Con respecto a los parámetros colorimétricos de la grasa se observa la influencia 
directa de la raza y la alimentación de los animales como sería esperable, y del crecimiento 
que alcanzan. En particular, el efecto directo de la raza sobre bg* podría estar indicando una 
deposición diferencial de carotenos en el tejido adiposo entre las diferentes razas, como ya 
fue informado por ejemplo en las razas lecheras (Dunne y col., 2009). Por otro lado, se 
observa un efecto del EGD sobre la luminosidad de la grasa dorsal, del cual podría 
hipotetizarse que a mayor crecimiento del animal, y mayor depósito de grasa, se tendrían 
adipocitos más llenos, con mayor contenido graso por unidad de tejido, influenciando los 
parámetros colorimétricos. También podría ocurrir que un mayor depósito graso generaría 
una dilución de otros compuestos liposolubles (como los carotenos) que influencien el color 
de la grasa. Estas hipótesis deben ser estudiadas con mayor detalle para ser comprobadas. 
Por último resulta importante destacar, en comparación con los resultados obtenidos 
por el Dr. Mutti (2018) en su Tesis, que el análisis de las variables fenotípicas del Grupo G-II 
utilizando la metodología SEM, además de indicar interacciones ya identificadas (como las 
correlaciones entre la raza y la dieta con la composición lipídica, y entre EET y AGS o 
AGPI), permitió observar interacciones no identificadas por métodos clásicos (como por 
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ejemplo el efecto de la dieta, la raza y la composición lipídica sobre los parámetros 
colorimétricos de la carne), así como diversos efectos indirectos entre las variables, que no 
surgen de los modelos clásicos como ya fue expuesto. 
A modo de cierre y como perspectiva a futuro, podemos mencionar que queda en 
evidencia la necesidad de comenzar a aplicar enfoques de biología de sistemas (systems 
biology) que integren los múltiples niveles de información que pueden obtenerse hoy día 
(genómicos, transcriptómicos, proteómicos, metabolómicos, etc), sumando la valiosa 
información que pueden aportar los métodos bioinformáticos, y con la asistencia de modelos 
matemáticos como las SEM, para comprender con mayor profundidad características 
















Los principales resultados del presente trabajo de Tesis Doctoral, surgidos del 
estudio de asociación entre marcadores moleculares y parámetros colorimétricos de la carne 
bovina, la caracterización genética de genes candidatos por re-secuenciación, del análisis in 
silico de sustituciones aminoacídicas y del análisis de efectos causales entre variables 
fenotípicas, pueden resumirse en los siguientes puntos: 
 El estudio de asociación exploratorio permitió identificar un posible efecto de los 
genotipos de los genes GSTP1 y LDHA sobre parámetros colorimétricos de la carne, en 
concordancia con el QTL para color de carne informado en el cromosoma BTA29. 
 Los estudios de caracterización de la variabilidad genética de GSTP1 mediante re-
secuenciación permitieron identificar una elevada presencia de polimorfismos distribuidos a 
lo largo del gen: de un total de 128 SNPs, 36 se encontraron en regiones codificantes, y de 
los cuales 15 se detectaron en los exones. Por el contrario, el gen LDHA presentó una 
variabilidad menor, con un total de 37 SNPs, ubicados casi en su totalidad en regiones no 
codificantes y tan solo 4 detectados en la región promotora. 
 La reconstrucción de haplotipos de los SNPs detectados ubicados en los exones del 
gen GSTP1, y la predicción de la estructura primaria de la proteína derivó en la 
determinación de 7 estructuras diferentes con 11 posibles sustituciones aminoacídicas 
(nsSNPs), distribuidas en las diferentes razas bovinas analizadas. 
 El estudio in silico con diversas herramientas de los diferentes nsSNPs de manera 
individual permitió analizar el posible efecto de las sustituciones aminoacídicas sobre la 
estructura y función de la proteína. Este análisis destacó las sustituciones C15W, C48G, 
D60N, Q65H, A68T Y L70Q. Por su parte, el análisis de las estructuras predichas, teniendo 
en cuenta todos los nsSNPs que las componen, destacó las estructuras III, VI y VII, de las 
razas Criollo, Angus y Brahman, respectivamente. Tanto las sustituciones individuales como 
las estructuras proteicas destacas deberían ser estudiadas prioritariamente en futuros 
ensayos in vitro. 
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 El estudio por dinámica molecular permitió comprender con mayor detalle a nivel 
atómico el efecto de las sustituciones aminoacídicas detectadas. Estos resultados permitirán 
planificar ensayos experimentales para su validación. 
 Los modelos de ecuaciones estructurales (SEM) permitieron la obtención de una red 
de efectos causales entre variables fenotípicas que aporta información sobre el sistema 
biológico que determina el color de la carne, indicando tanto los efectos directos como 
indirectos entre las variables. Adicionalmente, este estudio permitió obtener relaciones entre 
variables que no habían podido ser determinadas por modelos tradicionales., evidenciando 
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Ensayo de TBARS 
 
Soluciones: 
TCA 5%: 2,5 gr de ácido tricloroacético en 50 ml de agua bidestilada (en frasco oscuro) 
TBA 0,67%: 0,1675 gr de TBA en 25 ml de agua bidestilada (en frasco oscuro) 
Stock MDA (1 mM): 2,5 µl de malondialdehído 4,17 M en 10 ml de HCl 0,1 M (en frasco 
oscuro) 
Stock 1 (S1, 0,01 mM): 100 µl de Stock MDA en 9,9 ml de TCA 5% (en frasco oscuro) 
Stock 2 (S2, 0,001 mM): 1 ml de S1 en 9 ml de TCA 5% (en frasco oscuro) 
Stock 3 (S3, 0,0001 mM): 1 ml de S2 en 9 ml de TCA 5% (en frasco oscuro) 
 























Colocar los reactivos en tubos de 200 µl y calentar a 100°C (aprox) por 20 minutos para 
llevar a cabo la reacción. A continuación centrifugar a 14.000 g por 2 minutos y cargar la 
placa con 80 µl del sobrenadante para realizar la medida de absorbancia. 
TUBO 
Stock (µl) TCA 5% (µl) TBA (µl) 
MDA (nM) N° 
0 Blanco (0) - - 150 50 
5 1 S3 10 140 50 
15 2 S3 20 130 50 
20 3 S3 30 120 50 
25 4 S3 50 100 50 
50 5 S2 10 140 50 
100 6 S2 20 130 50 
150 7 S2 30 120 50 
200 8 S2 40 110 50 
250 9 S2 50 100 50 
350 10 S2 70 80 50 
500 11 S2 100 50 50 
750 12 S1 15 135 50 
1000 13 S1 20 130 50 
1250 14 S1 25 125 50 
1500 15 S1 30 120 50 
2000 16 S1 40 110 50 




Protocolos de amplificación y mezclas de reacción para PCR 
 
GSTP1 E1-2 E3-4 E4 I4E5 E5I5 I5E6 E6-7 
H2O (µl) 27,8 30,8 27,8 27,8 29,8 27,8 23,8 
Buffer 10X (µl) 5 5 5 5 5 5 5 
dNTPs (µl) 4 4 4 4 4 4 4 
Mg+2 (µl) 4 3 4 4 2 4 3 
Primers (µl) 3 3 3 3 3 3 3 
DMSO (µl) 2 - - - - - 2 
Taq (µl) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
ADN (µl) 4 4 6 6 6 6 6 
Temp (TA, °C) 63 59 63 63 63 63 60 
 
 
LDHA Prom E2 E3 E4-5 E5-6 E7-8 
H2O (µl) 25,8 30,8 29,8 29,7 30,7 12,8 
Buffer 10X (µl) 5 5 5 5 5 2,5 
dNTPs (µl) 4 4 4 4 4 2 
Mg+2 (µl) 4 4 4 4 4 2 
Primers (µl) 2 2 2 2 2 1 
Enhancer 5X (µl) 5 - - - - 2,5 
Taq (µl) 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 
ADN (µl) 4 4 5 5 4 2 
Temp (TA, °C) 63 66 66 60 60 60 
 
El protocolo de amplificación para GSTP1 fue: 
 
Desnaturalización inicial: 2 min a 95°C 
30 ciclos: 30 seg a 95°C 
30 seg a TA 
1 min a 72°C 
Elongación final: 10 min a 72°C 
 









En todos los casos el protocolo de amplificación para LDHA fue: 
 
Desnaturalización inicial: 5 min a 95°C 
35 ciclos: 30 seg a 95°C 
30 seg a TA 
1 min a 72°C 
Elongación final: 10 min a 72°C 
 
Buffer PBS 10X (100 ml) 
NaCl  8,0 gr 
KCl  0,22 gr 
Na2HPO4 1,15gr 
KH2PO4 0,20 
Ajustar a pH 7,2 - 7,4 
 
Protocolo de purificación de amplificados por precipitación con PEG 
Protocolo ajustado para reacciones de PCR de 50 µl. Si el volumen de la PCR es diferente 
mantener las proporciones. En lo posible trabajar con guantes para evitar la contaminación 
con DNAsas. 
1- Correr 3 a 5 µl de la PCR en un gel para verificar la amplificación. 
2- Al resto de la reacción de PCR agregarle 100 µl de una solución de PEG 20% - NaCl 2,5 
M, y mezclar en Vortex. 
3- Incubar a 37 °C por 15 minutos. 
4- Centrifugar a máxima velocidad (20.000 g) durante 15 minutos a temperatura ambiente. 
5- Descartar el sobrenadante. 
6- Agregar 200 µl de etanol 70% suavemente por la pared del tubo para no levantar el pellet; 
dejar reposar 1 minuto. 
7- Centrifugar a máxima velocidad (20.000 g) durante 5 minutos. 
8- Eliminar la totalidad del etanol. Secar el pellet a 37°C durante 10 a 15 minutos. 
Asegurarse que no queden restos de etanol en el tubo. Un exceso en el secado dificulta la 
resuspensión. 
9- Disolver el producto de PCR en 15 µl de agua bidestilada estéril. Resuspender 
completamente el pellet en Vortex. Ayuda incubar por unos minutos a 37°C. Si se trabajó 
con guantes para proteger de DNAsas se puede incubar toda la noche a 37°C. 






Comandos utilizados en los estudios de dinámica molecular 
 
A continuación se muestran a modo de ejemplo, con archivos con nombres genéricos, los 
distintos comandos utilizados en la fase de producción de los estudios de DM, con los 
distintos parámetros aplicados en cada caso. 
 
A partir de los archivos conteniendo los parámetros de la DM que se simulará (GSTP1.mdp), 
los datos de la topología del sistema (GSTP1.top) y las últimas coordenadas de cada átomo 
del sistema (GSTP1.gro), se prepara el archivo necesario para realizar la dinámica 
(GSTP1.tpr); adicionalmente, si se desea extender una DM anterior se puede incorporar al 
último checkpoint registrado (GSTP1.cpt) y las energías que tenía el sistema (GSTP1.edr): 
 
> gmx grompp -f GSTP1.mdp -c GSTP1.gro -p GSTP1.top -t GSTP1.cpt -e 
GSTP1.edr -o GSTP1_a.tpr 
 
Para llevar a cabo la DM: 
 
> gmx mdrun -v -deffnm GSTP1_a 
 
Luego de este paso se generan una serie de archivos, entre los que se encuentra uno que 
contiene las trayectorias de los átomos del sistema en el tiempo (GSTP1_a.xtc), sobre el 
cual se realizan los análisis. Primero se debe centrar el sistema en la proteína y evitar así 
los saltos en la celda de simulación cuando la proteína cruza los contornos; en este paso se 
seleccionó la proteína como molécula de referencia respecto a la cual centrar el sistema y 
que la salida contenga únicamente a la proteína (opción 1 en ambos casos): 
 
> gmx trjconv -f GSTP1_a.xtc -s GSTP1.gro -o GSTP1_a-nojump.xtc -
center -pbc nojump 
 
Luego se quitan las rotaciones y traslaciones que tiene la proteína para facilitar su análisis y 
visualización; en este caso se selecciona el backbone (opción 4) para realizar el ajuste y la 
proteína (opción 1) como salida: 
 







Sobre esta última trayectoria es que se realizan los análisis, que tendrán como formato de 
salida la extensión ―.xvg‖. Para calcular la superficie expuesta al solvente en el tiempo para 
toda la proteína (opción 1): 
 
> gmx sasa -s GSTP1.gro -f GSTP1_a-rot-tras.xtc -o SASA_GSTP1.xvg -
tu ns 
 
Para calcular el RMSD en el tiempo para el backbone ajustado sobre el backbone de la 
estructura al comienzo de la DM (opción 4 las dos veces): 
 
> gmx rms -s GSTP1.gro -f GSTP1_a-rot-tras.xtc -o RMSD_GSTP1.xvg -tu 
ns   
 
Para calcular el grado de fluctuación del RMSD en posiciones específicas, como el 
backbone (opción 4) o los C alpha (opción 3): 
 
> gmx rmsf -s GSTP1.gro -f GSTP1_a-rot-tras.xtc -o RMSF_GSTP1.xvg -
ox RMSF_GSTP1.pdb 
 
Finalmente para calcular el radio de giro en el tiempo calculado para el backbone (opción 4): 
 
> gmx gyrate -s GSTP1.gro -f GSTP1_a-rot-tras.xtc -o 
GYRATE_GSTP1.xvg 
 
A modo de ejemplo para graficar cada una de las determinaciones con Grace: 
 
> xmgrace -block archivo_1.xvg -bxy 1:2 -block archivo_2.xvg -bxy 









Figura 22. Alineamiento múltiple de secuencias de la proteína LDHA de diferentes especies. El 
alineamiento se realizó con la herramienta para alineamiento múltiple disponible en NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/) incluyendo la secuencia de GSTP1 de diferentes especies. 
La imagen muestra la conservación de los residuos: en rojo se muestran los residuos conservados y 
en gris las columnas que contienen gaps. Cuando más del 50% de las secuencias contienen un gap 
en una posición, los residuos se muestran en gris y en minúscula. Las secuencias utilizadas son: B. 
taurus (NP_803482), H. sapiens (NP_000843), P. troglodytes (XP_001152516), O. aries 
(XP_011972865), M. musuclus (NP_038569), F. catus (XP_023095898), C. lupus familiaris 
(NP_001239096), S. scofra (JAA74207), I. tridecemlineatus (XP_005333392), D. rerio (NP_571809), 
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